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THE CHEMICAL NATURE OF AN AQUEOUS 
EXTRACT OF THE SUPRARENAL 
CORTEX OF SHEEP??. 


By 


“ HOWARD H. BEARD. 


(From the Dapartment of Biochemistry, Louisiana State University Medical 
Center, New Orleans, and the Harriman Research Laboratory, 
Southern Pacific General Hospital, San Francisco.) 


(Received for publication December 16, 1938) 


Recent research has shown that the adrenal cortex contains 
substances which are of the utmost importance in the physiological 
economy of the animal body. Most important of these are ascorbic 
acid (Vitamin C) and its relation to scurvy, resistance to infection, 
nutrition of the bones and teeth, and to the oxidation-reduction 
processes in the body; cortin, a hormone believed to be essential to 
life, and its relation to Addison’s disease and to carbohydrate, 
sodium, and potassium metabolism; and the Coffey-Humber 
active principle, supracorsin, and its relation to tissue metabolism 
and its effectiveness in the treatment of human mdlignanecy, peptic 
ulcer, asthmatic conditions and surgical shock. 

Coffey and Humber (1930) published their method of pre- 
paring an aqueous extract, named supracorsin, from the cortex of 
the adrenal glands of sheep. The glands are obtained at the 
slaughter house, defatted, the medulla removed by dissection, and 
the cortical tissue ground and placed under 214 volumes of water. 
The whole is then heated for various lengths of time at different 


1. Several preliminary reports of the progress of these studies for the 
last 6 years have been made as follows: Before the Biochemical Section of the 
American Chemical Society, World’s Fair, Chicago, Ill., Sept. 8, 1933; before 
the 32nd and 35th Annual Meetings of the Pacific Association of Railway 
Surgeons at San Francisco, Sept. 7, 1934, Reno, Sept. 5, 1936, and Guadalajara, 
Jalisco, Mexico, October 9, 1937, respectively. 

29. This work was done in San Francisco during summer vacations of the 


writer. 
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temperature. After cooling, the solid material is removed, the solu- 
tion made acid with dilute HCl, and, after filtering 244 volume of 
aleohol are added to the filtrate. After standing in the ice chest 
overnight, the aleohol is decanted from the precipitate (Proteose A, 
Precipitate I), and the alcohol is removed by distillation im vacuo. 
The solution is then further concentrated to a definite volume, 
sterilized, and preserved for clinical use. 

During the summer of 1932, the writer was invited by the 
California Surgeons to make a study of the chemical nature of 
their extract. On account of the very small amount of nitrogenous 
material found to be present large amounts of the extract were 
used in later attempts at fractionation. This is our final report 
on this work and this paper will contain a description of the isola- 
tion of amino acid nitrogen in the peptone fraction of the extract. 


EXPERIMENTAL. 


The following alcoholic fractionation, using from 10 to 50 liters 
of clinical extract each time, was carried out on three different 
occasions, only the last of which will be discussed here. 

Fifty liters of the clinical extract, representing 20 ke. of fresh 
cortical tissue, were concentrated under reduced pressure to 5 liters. 
Aliquots of 700 ce. of this were dropped into 3.0 liters of 95 per cent 
aleohol in a 4 liter beaker, the whole being stirred continuously with 
a mechanical stirrer. The total amount of alcohol used was 25 
liters. After standing in the ice chest overnight, Precipitate II 
was removed by decanting off the aleohol. (Precipitate I was a 
primary proteose obtained by alcohol precipitation from the extract 
during its preparation and was discarded.) The aleohol was dis- 
tilled off in vacuo from the filtrate and the solution concentrated 
to 500 ce. The above alcohohe fractionation was carried out using 
2.5 liters of alcohol and the Precipitate III removed. The alcoholic 
filtrate was concentrated in vacuo to 250 ce. and Precipitate IV was 
obtained by the addition of 1.25 liters of alcohol as usual. The 
alcoholic filtrate was then concentrated to 125¢e. Addition of 
alcohol gave no further precipitation. (See Diagram I). 

To the 125 cc. concentrate was added 125 ce. of saturated 
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DIAGRAM I 
FRACTIONS OF SUPRACORSIN 


(During preparation of extract alcohol is added) 
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2 

(Proteose B) 
Decant off solution, add 250 ce. 
sat. ammonium sulfate 


Ppt. VI 
(Proteose C) a 
Add solid ammonium sulfate 
and boil 
Small black 
ppt. 
(discard ) Add alcohol and decant 


from ammonium sulfate 
Diseard filtrate 


ammonium sulfate solution and this was stirred for 44 hour with 
the mechanical stirrer. Precipitate V was filtered off and to the 
filtrate was added 250 ce. of saturated ammonium sulfate, with 
mechanical stirring. Precipitate VI was removed and the filtrate 
was boiled with solid ammonium sulfate. These two precipitates 
were very small in amount. Ina short while, a very small amount 
of a sticky black oily proteose was deposited upon the sides of the 
beaker and stirring rod. This precipitate was discarded. Large 
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quantities of fresh alcohol were added, with constant stirring, to 
the filtrate to precipitate the ammonium sulfate which was allowed 
to crystallize out in the ice chest. After removing most of the 
ammonium sulfate and distilling off the alcohol 7m vacuo, only very 
small amounts of nitrogen were present in the solution. No further 
study was made of it. Precipitates V and VI were proteose in 
nature (Beard, 1937) and were different from Precipitate I 
(proteose A) in that they were not precipitated with alcohol. 

The proteose precipitates V and VI were then dissolved in 
water and qualitative tests for arginine and histidine were strongly 
positive. The total nitrogen was 491 mg. and the ammonia nitrogen 
335 mg., which indicated that some ammonium sulfate was stili 
present in the solution. No further studies were made of this 
fraction, due to the small amount of nitrogen present and to the 
fact that larger amounts of both arginine and histidine were isolated 
from the fractions to be described below. 

Precipitates II, III and IV were peptone in nature and were 
combined and dissolved in 500 ec. of water, 320 ce. of which were 
used for qualitative tests (Beard, 1937) and 180 cc. were hydro- 
lyzed for 24 hours with 45 ee. of concentrated HoSO,y. <A small 
amount of black material separated, containing 0.03 gm. nitrogen, 
and was discarded. The solution was diluted and neutralized with 
Ba(OH)o, filtered, and the barium sulfate precipitate boiled out 
seven times with water and filtered. The wash waters were added 
to the original filtrate and the whole was made up to 2500 ee. 

The ammonia content of this solution was 0.2735 em. or 34.4 
per cent of the total nitrogen. The whole of the ammonia was then 
removed by making the solution slightly alkaline with barium 
hydroxide, warming and drawing air through the solution. The 
barium and sulfuric acid were then quantitatively removed, the 
solution concentrated to 2 liters, and solid cupric carbonate was 
added to the boiling solution and the isolation of the amino acids 
carried out by the copper salts method of Brazier (1930). 


RESULTS AND DISCUSSION. 


Most of the nitrogen was isolated in the form of the different 
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amino acids listed in Table I. The Kirk micro Kjeldahl apparatus 
was used. Fairly large amounts of arginine, alanine, leucine, and 
phenylalanine, and smaller amounts of histidine, valine, and 
glutamic acids were isolated. These were identified after puri- 
fication by their crystalline form and nitrogen content. It is of 
much interest in this connection that this peptone fraction of the 
extract contains 4 to 5 of the amino acids which are considered 
essential for the growth of normal tissue. This fact may possibly 
explain the beneficial -effects obtained by the California Surgeons 
in their cancer cases. It is also possible that these amino acids, 
either as such, or combined in some peptide linkage, stimulate the 
growth of normal cells, which then crowd out the growth of the 
cancer cells, resulting in a disappearance (liquifaction and necrosis) 
of the neoplastic tissue in some of their cases. This peptide may 
then be analogous to that isolated by Dakin, Ungley and West 
(1936) as the active factor in liver extract in the treatment of 
pernicious anemia. The presence of organie phosphates may also 
point to the importance of phosphorus in organic combination with 
the peptide in the above clinical results. 

The results of this study do not indicate whether these proteoses 
and peptones were extracted as such from the cortex of the sheep 
adrenals, or whether they were produced by the very mild hydro- 
lysis of the cortical proteins during the preparation of the extract. 
We are inclined to believe that they existed as such in the glands 
since the mild hydrolysis for short lengths of time world hardly 
be considered sufficient to produce them as the temperature was 
never allowed to rise above 60°C. during the preparation of the 
extract. Coffey and Humber (1936) have recently published 
the clinical results of their first and second 5-year studies with this 
extract. 

That cancer is a metabolic problem and that endocrine im- 
balance is involved in the experimental production of some types of 
tumors, especially those of the breast, cannot at present be denied. 
We have published a review of this aspect of the subject (Beard, 
1935). Since the original publication of Coffey and Humber 
in 1930, a large number of articles have appeared, emphasizing the 
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possibilities of various forms of organotherapy in the treatment of 
cancer, and the majority of them stress the value of adrenal cortex. 
This subject is, however, still highly controversial and no point 
would be gained by citing these publications here. 

The role of amino acids in developmental growth and _ its 
possible significance in the cancer problem has been studied by 
Hammett (1936) for a number of years. Voegtlin, Johnson, 
Maver and Thompson (1936) have shown that glutathione, 
tryptophane, cystine and lysine, each, will greatly increase the 
growth of spontaneous mammary tumors in mice. It is of much 
interest, therefore, that these four substances are absent from the 
Coffey-Humber extract. On the other hand Connor, Carr 
and Ginzton (1936) obtained necrosis and regression of the 
Jensen rat sarcoma by means of injections of cysteine-HCl into 
the tumor. This result was due to the amino acid and not to the 
hydrochloric acid. The rats also proved resistant to subsequent 
reinoculation with this growth as well as the Emge sarcoma. 
Sharpless fed 125 young rats on a complete diet containing 4 per 
cent of casein and 200 on a complete stock diet. All of the animals 
fed on the low casein for 3 or more months developed hyperplasia of 
the epithelium of the forestomach accompanied by the appearance 
of considerable papilloma formation. All of these cancerous 
changes could be prevented by adding cystine to the low protein 
diet. No pathological changes occurred in the animals fed on the 
stock diet. 

A quotation from the paper of Vogelaar and Erlichman 
(1936) upon “The Significance of Amino Acids for the Growth in 
Vitro of Human Fibroblasts” is very interesting in this connection. 
They stated, “In view of the fact that amino acids may some day 
prove useful in the treatment of human cancer, it seems highly 
desirable to investigate extensively their influence on the growth in 
vitro of both normal and pathological human tissue”. 

Another paper of unusual interest in cancer research has 
recently been published by Roffo (1937). Rats bearing carci- 
nomas and sarcomas were injected with a hydrolysate of muscle 
tissue. In 20 days all tumors had disappeared and at 80 days the 
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animals were still living and free from the tumors. Quoting 
Ruffo, “One is in presence of an action of the products of dis- 
integration of the tissue proteins. This disintegration has been 
carried on to the maximum degree. The experiments that the 
author is actually performing with the products of this disintegra- 
tion, with the amino acids, corroborate up to now this way of 
thinking”. 

Of unusual interest in this connection is the recent report of 
Creech and Franks (1937). These investigators were the first 
to attempt to alter the chemical constitution of a carcinogenic 
hydrocarbon. They coupled anthracene and dibenzanthracene to 
various proteins by means of a carbamide linkage. In 33 mice 
dibenzanthracene was injected and in 11 months 30 of these 
developed tumors at the site of the injection. Into the opposite 
flank of the same animal at the same time there was injected the 
dibenzene-carbamite-casein compound. No tumors appeared at the 
site of injection. Therefore, the casein blocked the carcinogenic 
action of the hydrocarbon. These results were confirmed in two 
other species of animals. Glycine, however, could not replace 
casein, Since in this case 7 out of 17 mice developed tumors at the 
site of injection within 5 months. 

At the thirty-first annual meeting of the American Association 
for Cancer Research held recently in Atlantic City, Bures, 
Jackson and Aub (1938) reported a paper on the inhibition of 
growth of amines. These substances are very closely related 
chemically to the amino acids. Thus the great importance of the 
proteins and amino acids to the great cancer problem is gradually 
being recognized. 


CONCLUSIONS. 


A final report on 6 years’ work to determine the chemical com- 
pounds present in an aqueous extract of the cortex of the suprarenal 
glands of sheep used in the treatment of human malignancy by 
Coffey and Humber showed the following: 

1. The extract does not contain the following substances: 
protein, fat, sterols, choline, carbohydrate, glycuronic acid, cortin, 
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epinephrin, guanidines, amines, purines, nitrogenous bases, ascorbic 
acid, tyrosine, tryptophane, cystine, glucosamine, ketones, phenols, 
aldehydes sulfur, iodine, iron or calcium. 

2. The total solid content of 50 liters of the clinical extract 
was 25.3e@m., of which 11.0 were inorganic and 14.3 organic. 
Organic and inorganic phosphates were 0.86 and 2.28 em. respec- 
tively. Chlorides were 7.0@m. (some of which was added as HCl 
in the preparation of the extract). Chlorides and phosphates oc- 
curred as the sodium salts. Potassium was absent. 

3. The nitrogen of the extract was present in the form of 
proteoses and peptones. The small amount of the former consisted 
largely of the amino acids, arginine and histidine. 

4. The 14gm. of organie solids contained 2.195 gm. total 
nitrogen, of which 2.082 em. was isolated from this peptone frac- 
tion, in grams, as follows: arginine (HCl) 1.21; histidine 0.10; 
glutamic acid 0.319; alanine 3.85; phenylalanine 4.02; leucine 4.52 ; 
and valine 1.97. 

5. It was concluded that these amino acids were present in 
the extract in a peptide union (peptone), possibly combined with 
phosphorus. 

6. The importance of the amino acids in the study of cancer 
was briefly discussed. 


I wish to acknowledge the interest and cooperation of Drs. Coffey and 
Humber and of their research staff in San Francisco in my work. They have 
supplied generous quantities of their clinical extract and have financed these 
studies, for which my best thanks are due. 
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From the watery extract of the sublingual gland (of a bull), 
an acid soluble glycoprotein was isolated after removal of the 
mucin. The writer named it “sublingual mucoid.” 

The constitutents of its prosthetic group were not only identi- 
cal with those of the acid soluble fragment (Tanabe, 1939 ii) 
which had been obtained by alkaline rupture of sublingual mucin, 
but also resembled the latter strikingly in quantitative relations 
in the molecules, as will be illustrated below. The other product 
of the mucin by alkaline scission, which was insoluble in acid, 
involved but a minor quantity of the glucosamine-mannose complex 
(Tanabe, 1938 and 1939,1) and appeared to be a derivative of 
a simple protein. Therefore it appeared that sublingual mucin 
is composed of the present mucoid and a simple protein. The 
mucoid distinctly exceeded the acid soluble mucin fragment, with 
regard to the content of the carbohydrate moiety as a whole, but 
an explanation may be given, if it is assumed that the protein 
conjugated in the mucin was partially decomposed in the course 
of preparation and the non-dialysable cleavage products thus 
formed were separated together with the mucoid as the acid soluble 
fraction, resulting in a low value of the carbohydrate grouping 
of this fraction. 

Evidence that the mucoid is capable of binding simple proteins 
would furnish an argument for the above speculation. For this 
purpose, mucoid solution was mixed with gelatin solution and 
acidified with acetic acid according to Mérner’s principle, whereby 


Aras 
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precipitation occured. The deposit exhibited, in solution, charac- 
teristic viscosity and optical rotation divergent from the values 
which would have been obtained if it had been only a mixture. 
Hence, that the mucoid can conjugate simple proteins is beyond 
any doubt. As gelatin raised the viscosity of the mucoid by 
coacervation, the extraordinary viscousness of the solution of sub- 
lingual mucin must be ascribed to the simple protein in it which 
is perhaps very effective in this direction. 

In all probability, the extract of sublingual gland contained 
the mucoid more than corresponding to that simple protein and 
the excess remained in the mother liquid after precipitation of the 
mucin. 


EXPERIMENTAL. 
1. Sublingual Mucoid. 
Preparation. 


The sublingual gland of a bull was extracted with water and 
the mother lquid, after precipitating out the mucin,” was 
neutralized with 5% NaOH and evaporated on a water bath to 
about 1/10 volume. After dialysis for 1 day, the liquid was 
evaporated further on the bath to a small volume (to about 1/100 
of the mother liquid of the mucin). The precipitates which came 
out in the meanwhile were discarded and to the supernatant liquid 
were added 5 volumes of 95% alcohol. Deposits were collected 
and washed with several changes of alcohol and with ether. 

The crude product was taken up in a small volume of hot 
water, cooled and the insoluble part was centrifuged off, then pH 
of the supernatant liquid was brought to round 4 by means of 
acetic acid in order to get rid of the remaining mucin. Dialysis 
and condensation of the solution were made when necessary, and 
the mucoid was precipitated again with 5 volumes of alcohol, 
followed by drying similarly as above. Redissolution, removal of 


1) As regards the procedure, the reader is referred to the first paper on 
sublingual mucin (Tanabe, 1938). 
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mucin and reprecipitation were repeated until the product became 
clearly soluble both in water and in acid. <A yield of 0.64 gm was 
obtained per 1 kilogramme of the gland. 

Prep. IV was prepared by carrying out the evaporation of 
the solution at low temperature and reduced pressure so as to 
avoid possible degradation of the mucoid and the residue of the 
mucin. The crop was alike. 


Qualitative assays. 

a. Protein reactions. 

Biuret, Millon’s, Sakaguchi’s, Hopkins-Cole, diazo 
(orange red), ninhydrin, Molisch (violet red) and reduced sulfur 
test were all positive. 

Phosphotunestie acid, tannie acid, trichloracetic acid and 
ammonium sulfate (at half saturation) precipitated it, while 
mercuric acetate, mercuric chloride and potassium ferricyanide 
(with acetic acid) did not. Heat coagulation did not take place. 

b. Phosphorus was not. detected. 

e. After hydrolysis with hydrochloric acid, barium chloride 
produced turbidity. 

d. Red coloration was given by dimethylaminobenzaldehyde 
immediately (Blix’s test). Previous heating of the mucoid solu- 
tion with alkali was not needed. 


e. Tests with aniline acetate and naphthoresorcinol were 
positive, but the color developed was very faint. 


Quantitative Analysis.” 


The data obtained will be embodied in general in Table I. 

From what the analytical figures indicate, preparation at low 
temperature is not particularly preferable. 

A typical example which identified the ordinary sugar with 
galactose will be given in Table II. 


1) Analytical procedures were cited in the first paper on sublingual mucin 
(Tanabe, 1938). 
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TABLE I. 
Analyses of the mucoid specimens. 


Expressed as equivalents per 
In per cent equivilant weight 
Analyses 
Prep. | Prep. | Prep. | Prep. | Prep. | Prep. | Prep. | Prep. 
I WIE III DV i Hak III IV 

Nitrogen 10.9 11.8 10.6 11.0 
Total reduction | | 
after acid 
hydrolysis”, a 
as glucose 24.0 23.7 22.1 22.5 
Carbohydrate 
reduction”, 
as glucose Lies 18.0 17.9 18.2 
Glucosamine 23.6 21.7 20.7 21.0 1.00 1.00 1.00 1.00 
_Glucuronie¢ acid, 
by furfural 
method yf 5.3 6.1 5.5 
Ordinary sugar, 
as galactose 4.3 4.2 4.0 4.2 0.18 0.19 0.19 0.20 
CHs-CO | 10.0 9.1 9.5 9.7 eed 1.73 1.91 1.93 
Sulfate-S 0.09 0.09 0.07 0.08} 0.02 0.02 0.02 0.02 
Ash 1.5 ae 2.0 1.5 


1) Prepared at low temperature. 

2) Duration of hydrolysis: 3 hours. The reducing forces were raised 
neither by preliminary alkaline treatment nor by extending the duration of the 
acid hydrolysis to 5 hours. Prep. I, prior to acid hydrolysis, reduced ferricy- 
anide to the extent of 20.8% glucose. 


TABLE II. 
Colorimetric identification of the ordinary sugar in the mucoid by the 
second procedures of the Masamune-Tanabe method. 
The specimen taken was Prep. I. Acid hydrolysis was continued for 4 hours. 
lec. of the final solution corresponded to 5.6 mg of the substauce, 


Cone. (%) of the ordinary sugar in the 
; Reading final solution, expressed as 
Reaction ee 2 
Mannose Galactose Glucose 
Oreinol 8.1 0.0260 0.0243 0.0373 
Indole 11.8 0.0258 0.0238 0.0175 
Diphenylamine I 13.5 0.0120 0.0243 0.0140 
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Physical properties of the watery solutior 
a) Optical rotation (Prep. I) 
Cone. : 0.992% 


—0.13 x 100 
a oo =< =a Ro e 
[ap 1.0056 x 0.992 x 1 : 


b) Specific refraction (the same solution as above). 
Temp.: 18°C. 


(1,33419)*—1 | 1 100 __ 1.33236)" 1 1 _ 4 100— 0.992 
(1.33419)? +2 1.0042 0.992 (1.33236)?+2 0.9986 0.992 


= +0.193° 


e) Viscosity. 
Prep. II was adapted. Temp.: 35°C. Cone.: 0.2%. 
Time of outflow for water was 45 sec. 


Time after commencement Tine df outhow 
of measurement oa 
min. 
0 61.2 

5 61.8 
30 62.0 | mean: 
45 GILG Ole, 
60 61.8 J 

120 61.6 


Relative viscosity: 1.4 


2. Artificial saliva mucin. 


0.6 gm. of sublingual mucoid (Prep. IL) was dissolved in 60 ce. 
of water, mixed with 2 volumes of 1% gelatin solution and 10% 
acetic acid added in small portions, until the pH was lowered. to 
approximately 3.0, whereupon precipitation occured. The deposit 
was collected and washed with dilute acetic acid (pH 3.0) three 
times, then dissolved in the least requisite quantity of 0.5% HCl 
solution and precipitated again by diluting 15 times with water. 
Redissolution in the dilute mineral acid and reprecipitation were 
performed twice more and then washed with alcohol several times 
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and finally with ether and dried at room temperature over P20; 
in vacuo. Yield, 0.38gm in averages. Nitrogen amounted to 
13.5% (13.6% in Prep. I and 13.4% in Prep. IT) and glucosamine 
to 14.5% (14.7% in Prep. I and 14.2% in Prep. II). 


3. Physical constants of sublingual mucin and 
mucoid, gelatin and the artificial mucin 
at pH-7.0 and 7.7. 


Specific rotation, specific refraction and relative viscosity of 
the substances above were determined, the same conditions being 
taken for all the substances with respect to each kind of the con- 
stants. 

The natural and the artificial mucin were dissolved in water 
by the aid of NaOH solution (1%) and the solutions of the mucoid 
and gelatin were adjusted to their hydrogen ion concentrations. 
Gelatin adapted for measurement was the commercial one which 
had been employed for the preparation of the artifical mucin and 
purified by-precipitation with alcohol from its solution. It con- 
tained 17.2% nitrogen and 0.23% glucosamine. The specimen of 
the natural mucin was prepared as described in a previous report. 
The determinations were conducted as soon as possible on prepar- 
ing the solutions and calculation was carried out in similar manners 
as in the case of the watery mucoid solution. 


Figures obtained were as follow: 


a) Specific rotation of 1% solution at 12°C and pH 7.7. 


Sublingual mucoid (Prep. II): = 12:95 
Artificial mucin (Prep. I): = OR 
Gelatin: —172.4° 


b) Specific refraction of 1% solution at 12°C and pH 7.7. 


Sublingual mucoid (Prep. II): + 0.201° 
Artificial mucin (Prep. I): +0.223° 
Gelatin: + 0.224° 


c) Relative viscosity of 0.2% at 35°C and pH 7.0. 
Sublingual mucoid (Prep. II): 1.4 
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Artificial mucin (Prep. I): ibe 
Gelatin: al 
Sublingual mucin: 5.1 


CoMMENTS ON THE EXPERIMENTAL Data. 


i) As regards the mucoid, sulfate-S in the preparations is 
regarded as an impurity, judging from the minuteness of its quanti- 
ties. The furfural yield corresponded to 5-6% glucuronic acid, 
but the real contents of the latter probably can approach 2-3% 
ad maximum, for the reason mentioned in previous papers.) The 
equivalent proportion of glucosamine, galactose and acetyl was 
1:0.2:2. In view of these connections, the mucoid markedly re- 
sembles the acid soluble fragment of sublingual mucin, whereas 
the carbohydrate grouping took up a greater part in the latter 
and the nitrogen was accordingly less. 

11) Calculation”? from the contents of nitrogen and glucos- 
amine shows that 67.5% of the artificial mucin was made up of 
the mucoid. 

ui) The artificial mucin rotates D light more to the left than 
would a presumable mixture of its components in the same pro- 
portion, because the specific rotation of it at pH 7.7 was —93.7°, 
while the value of the mixture is —64.7°.?) Furthermore it made 
a more viscous solution than either the mucoid or gelatin, as was 
seen. These discrepancies in physical properties between the 
product and the components are regarded as justified in order to 


1) The first and third paper on sublingual mucin. 
2) If a be the amount (%) of the mucoid in the artificial product, 


(11.8 x @) + {17.2 x (100 —2) \ SS ox LOO, 


where 11.8 and 17.2 are the nitrogen values of the mucoid and gelatin respec- 
tively and 13.5 that of the artificial product. 
Then we obtain 


x= 68.5 
By calculation from glucosamine contents in a similar manner we get 
%= 66.5 


The mean of a is therefore 67.5 
8) —12.9° x 0.675 + (—172.4° x 0.325) = —64.7° 
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distinguish the former—as a compound—from a simple mixture, 
although no noticeable divergency was recognized in the refractive 


index. 


SUMMARY. 


1. An acid soluble glycoprotein was isolated from the sub- 
lingual gland. It was called “sublingual mucoid.” Its carbohydrate 
grouping was constituted similarly to the corresponding grouping 
of the acid soluble fragment of sublingual mucin. 

2. The mucoid conjugated gelatin to férm an artificial saliva 
mucin. 

3. From the facts above, it was concluded that sublingual 
mucin is composed of sublingual mucoid and a simple protein which 
involves the glucosamine mannose complex recorded in a previous 
communication. 

The Foundation for the Promotion of Scientific and Industrial 
Research of Japan gave a grant towards the cost of this research. 
The writer acknowledges it gratefully. 
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From umbilical cords, Levene and Lépez-Sudrez isolated 
in 1918 the alleged sulfuric ester of mucoitin, and Meyer and 
Palmer recently “polyuronie acid” which had the structure of 
mucoitin. As, however, isolation was performed by them directly 
from the tissues, it did not settle the problem as to whether or not 
mucoitin constitutes the prosthetic group of funis mucin, or at least 
is precipitated by acid from the watery tissue extract as combined 
with protein. 

In this conne¢tion, Karlberg suggested, after isolation and 
analyses of the mucin, that mucoitinsulfurie acid? ean make up 
at most a small part of the carbohydrate grouping of this gly- 
coprotein and that the latter consists of a glucosamine-hexose 
(probably mannose) complex. 

Contrary to Karlbere’s statement, the writer was able to 
separate mucoitin in a large yield from the mucin, as already 
reported (Suzuki, 1938, ii). The present account deals with ex- 
periments to test the possible occurence of the glucosamine-hexose 
complex, together with mucoitin, in the mucin molecule, as was 
observed in chondro- as well as osseo-mucoid by Dr. Hisamura in 


our laboratory. 


EXPERIMENTS AND COMMENTS. 
Preparation of Funis Mucin. 


The umbilical cords were freed from blood vessels and washed 


1) Mucoitin free from sulfate rest was not known to him. 
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with water, therf minced and dehydrated by placing in 95% alcohol 
for 3-4 days. 100gm of material thus dried was extracted with 
3 liters of cold water for 1 day and the extract was separated by 
centrifuging and colating through a folded cotton gauze. It was 
yellowish and ropy and reacted neutrally. Extraction was re- 
peated twice. Mucin was precipitated from the combined extract 
by the aid of 100 ce. of 30% acetic acid.” The deposit was washed 
with water until the acetic acid was eliminated as completely as 
possible, then suspended in 200 ce. of water and dissolved by addi- 
tion of a dilute K2COx3 solution. Alkalinity of the solution was 
maintained within pH 7.5 and the mucin was precipitated again 
with acetic acid. The process of purification was carried out twice 
more and the product was washed with several changes of alcohol, 
then with ether and finally dried in vacuo over P2O; at room 
temperature. Crops of:2.0 and 2.2 gm were obtained. 


Qualitative Assyes. 


Biuret, xanthoproteic, Millon, Sakaguchi and _ diazo 
(orange red) reaction were positive. Molisch reagents produced 
green coloration. Hopkins-Cole and Morse tests were not given. 

(NH4)2SO,4 (at half saturation) and mercuric acetate produced 
merely turbidity, while mercuric chloride, trichloracetic acid, tannic 
acid and phosphotungstie acid precipitated it well. Heat coagula- 
tion did not take place. 

Phosphorus was not detected. 

Blix’s test with the Ehrlich’s reagent was given immediately 
without preliminary heating of the alkaline solution. 

Neuberg-Saneyoshi and aniline acetate test for uronic acid 
were positive. 

Both of the preparations formed very viscous solutions. 


Quantitative Data. 


Figures in Table I were obtained by the analytical procedures 
which had been employed in previous investigations of this series. 


1) pH was brought to about 2.4. 
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TABLE I. 
Analyses of funis mucin. 


| In per cent Expressed as equavalents 
Nasageas | per equivalent weight 
vd | — — — — 
| Sp. I Sol Sp. I Sp. IL 
Nitrogen | 12.2 12533 10.34 10.00 
Total reduction | 
after acid hydrolysis, | 
as glucose 34.92 35,84 
Carbohydrate reduction, | | 
after acid hydrolysis, | | 
as glucose 21.30 20.05 
Glucosamine 15.08 L575, 1.00 1.00 
Glucuronie acid | 
i Furfural method | 16.32 16.56 
ii Indole method | 15.66 16.50 
iii Orcinol method 16.20 17.09 
mean: 16.06 16.72 0.98 0.98 
Acetyl | 4.15 4,27 1.15 16S} 
Sulfate-S 0.15 0.16 0.006 0.006 
Ash 0.71 0.62 


The nitrogen contents were less than in those prepared by 
Jernstrom (18.90-14.42%) and Oldfeldt (13.6%). They ex- 
tracted the mucin directly from fresh tissue, while the writer pre- 
pared it from tissue dried in advance with alcohol. Based on the 
view that coagulable proteins in the tissue were denatured by 
alcohol and accordingly escaped from extraction, the writer con- 
siders the present preparations purer than the previous authors’. 

The acid hydrolysates reduced ferricyanide, after treatment 
with phosphotungstie acid, to the extent of 21.30% and 20.05% 
glucose. These forces correspond to 32.4% and 30.5%” mucoitin, 
when computed from the reducing force of the latter compound, 
and the values of glucuronic acid indicate that mucoitin takes up 


100 100 
21. =32.4% ; 20.05 —— =30.5%. Refer for the 
i) 1.3070 x Fea 32.4% ; 0.05% X65 .67 % efer for 


reducing force of mucoitin to the preceding paper of the writer (1938, ii). 
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32.1% and 33.4% respectively of the preparations, in good agree- 
ment with the former calculation. In the next, the result of the 
Molisch test and the coincidence of the figures of glucuronic acid 
by the furfural method with those by the indole and orcinol re- 
action which produce color from all of the non-aminosugars are 
regarded as furnishing arguments against the presence of any true- 
sugar-containing carbohydrate. Finally, glucosamine did not 
exceed the equivalent of glucuronic acid. From these facts, the 
writer believes that mucoitin is the sole polysaccharide existent 
in funis mucin. 

Acetyl values amounted to a little more than the equivalent 
of the aminosugar. It is probably due to the other constituents, 
because, in our determination method, sugars and proteins also 
yield volatile acids? to a slight extent and hence higher values 
than the actual are liable to be given, particularly when the content 
is small. Sulfate-S was detected. But, the minuteness of its 
quantities leaves no room for doubt that it was an imorganic 
impurity. 


CoNCLUSION. 


Mucoitin is the only carbohydrate present in funis mucin. 

The writer is indebted to the Foundation for the Promotion 
of Scientific and Industrial Research of Japan for a grant towards 
the expense of this research. 
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In a previous investigation, the writer could not corroborate 
the assertion of Karlberg that a hexose-containing complex makes 
up the prosthetic group of funis mucin. However, the watery 
extracts, from which the mucin was prepared, always indicated 
by the Molisch reagents that they involved an ordinary sugar 
in high concentrations. The possibility is therefore not excluded 
that a glycoprotein, whose carbohydrate grouping is the one which 
Karlberg found, might have been in solution. Experiments 
which will be described in this communication did not substantiate 
such a supposition as above but revealed the existence of a glucan 
and, in addition, a substance which is either allied to chitin in 
composition or is an acetylglucosamine-glucose complex. 

After repeated condensation and acidification in order to 
remove the remaining mucin, the writer collected the whole alcohol- 
precipitable substance from the mother liquid (Prep. I). It was 
free from glycogen. It gave biuret reaction but appeared, judging 
from the reducing force of its hydrolysate, to be carbohydrates 
in the main, contrary to the expectation that it would be the 
supposed glycoprotein. Moreover, the nitrogen content did not 
exceed the value corresponding to the total sum of glucosamine 
and the rest of mucin which had not yet been got rid of, even 
if the calculation of the mucin was made from a value of the 
uronie acid! lower than that obtained for reasons which will be 


1) That mucoitin was not present in a free unconjugated state was 
ascertained by the observation that none of it remained after removal of the 


mucin from the extract. 
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cited below. From these considerations, it was concluded that 
no glycoprotein exists other than the mucoitin-containing mucin 
in water extractable form, in umbilical cords. 

Simultaneously with the above finding, the speculation oc- 
curred from analysis of the same specimen that some polysac- 
charide composed of glucosamine and an ordinary sugar might be 
present, because glucosamine was involved in it in a great excess 
over the equivalent of glucuronic acid. Therefore, an effort was 
made to isolate it in a pure state, by various gentle operations, 
not only from the specimen above but also by starting repeatedly 
with new materials of tissue. In some (Prep. II, VI and VIL) 
of the mucin-free products both glucosamine and ordinary sugar 
(which was identified with glucose) were contained, but their 
mutual proportions were not coincident from one preparation to 
another, while in the other (Prep. III-V) even aminosugar was 
completely deficient and glucose alone was found. The substance 
in the latter preparations could not be hydrolysed by malt amylase 
and gave no iodine reaction for glycogen. It was accordingly a 
glucan but different from glycogen. The former preparations were 
then aecepted as mixtures of a chitin-like polysaccharide and either 
hexosan or a complex of glucose and acetylglucosamine.” 

The writer regrets that he had to give up a more detailed 
study of those polysaccharides owing to the lack of material. 


EXPERIMENTAL. 
Preparation. 


Mother liquids of funis mucin were obtained as described in 
the foregoing article in all cases. 


Prep._fF. 


200 em. of the dry tissue powder were employed. The mother 
liquid of the mucin was evaporated to about 600 ce. on a bath, the 
solution was nearly neutralized by means of a dilute NaOH solu- 


1) Acetyl in the preparations was present in the amounts equivalent to 
glucosamine. 
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tion and, after dialysis against running water for 1 day, it was 
evaporated further on a bath to about 200cce. The precipitates 
which came out were centrifuged off and to the supernatant 
liquid was added 7 volumes of 95% alcohol, whereby deposits of a 
brownish hue appeared. The substance was dissolved again in 
200 ce. of water, and the solution was acidified by means of 30% 
acetic acid, and submitted, after removing the precipitates, to 
neutralization, dialysis, condensation and precipitation with alcohol. 
These procedures for removing the rest of the mucin were repeated, 
until turbidity scarcely occurred by acidification of the solution. 
The final product was washed with alcohol and ether and dried. 
Yield, 1.0 gm. 


Prep, 11, 


The mother lhquid begun with (3 liters) was neutralized, in 
this case, in advance of evaporation. The initial crude product 
was submitted to the purification procedures described above seven 
times. In the last two runs a small quantity of kaolin was used 
in order to eliminate the final trace of mucin, which produced 
opalescence but could not be got rid of by centrifuging. In the 
last three runs, neutralization and dialysis were dispensed with 
and alcohol was poured into the acid solutions. The used tissue 
powder was 100 gm and the yield was approximately 100 mg. 


Prep. II. 


A product of nearly 200 mg was obtained from 100 gm of the 
dried tissue, in a manner similar to Prep. II. But it still gave a 
positive biuret reaction. Therefore, 80mg of it were dissolved 
in 10 ce. of water and stood for 3 hours, after the addition of 1 gm 
of trichloracetic acid. The precipitate was separated on a funnel 
and to the filtrate was added a small amount of sodium acetate 
and 10 volumes ‘of alcohol. Crop, 30 mg. 


reply. 


200 mg of Prep. I were dissolved in 15 ce. of water, and shaken 
with 4 ce. of a chloroform-amylaleohol mixture (3:1) for 12 hours. 


26 M. Suzuki: 


The chloroform-amylaleohol-protein jelly was separated off by 
centrifuging, and the mucoitin which had been cleft up from the 
mucin, and the mucin which still remained in the solution, were 
carried down by means of 15 volumes of glacial acetic acid. On 
addition of ether to the supernatant liquid after centrifuging, 
deposits were obtained which weighed, in a dry state, 80 mg. 


Prep: V. 
300 mg of Prep. I were submitted twice to the procedures by 
which Prep. III was prepared and dried with alcohol and ether. 
The product amounted to 120 mg. 


Prep. VI and VII. 


We started in each case with 100 gm of the dried tissue and 
the substance obtained by the processes of Prep. III was dissolved 
in water and agitated with 5gm of barium carbonate powder for 
24 hours on a bath, water being added from time to time. It was 
then cooled and filtered. The filtrate was precipitated with glacial 
acetic acid. After washing with alcohol and ether and drying in 
vacuo, the product was again dissolved in 10 ce. of water and 
shaken with the chloroform-amylalcohol mixture for 12 hours. The 
mixture was centrifuged and the watery layer was precipitated 
with glacial acetic acid. The final products, washed with aleohol 
and ether and dried in vacuo over P20;, weighed 50 and 35mg 
respectively. 


Analysis. 
The data will be tabulated in Table I. 


TEsts AND COMMENTS ON THE QUANTITATIVE Data. 


The figure obtained in Prep. I by the orcinol reaction was 
divergent as glucose, beyond the analytical limit, from that by the 
indole reaction. This is ascribed to glucuronic acid, because the 
coloration of this sugar derivative in the former reaction is more 
intensive than in the latter, when expressed as that hexose. But 
the sequel of the diphenylamine reaction, in which a genuine blue 
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TABLE I. 
Analytical values are expressed in per cent. 


ees Beas Prep. Prep. Prep. Prep. Prep. | Prep. Prep. 
eee I IL real IV Vv VP | vi 


Nitrogen 4.34 4.39 1.90 4.73 3.00 2.89 3.06 


Total reduction, 
“after hydrolysis, 
as glucose Kipro 66.66 53.65 57.14 80.25 82.50 81.92 
Carbohydrate 
reduction after 
hydrolysis, as 
glucose 60.92 57.40 50.84 50.00 | 80.00% | 82.50 81.42 
Glucosamine 26.01 4.03 0.0 0.0 0.0 29.87 39.82 
Glucuronie acid, 
by the furfural 
method 5.83 
Non-amino 
sugar, as glucose 


i) by orcinol 


react. 34.25 54.16 52.63 52.63 79.72 52.50 45.00 
ii) by indole 
react. 31.48 52.08 50.00 79.05 52.50 44,28 
iii) by diphenyl- 
amine I react. 32.40 52.08 50.51 77.70 50.00 | 44.28 
Acetyl 5.80 orl 7.42 8.94 
Ash 5.07 


1) The carbohydrate reduction was not lowered by the lead-barium 
treatment (Masamune-Tanabe method) of the hydrolysate which was an 
indication that no glucuronic acid was involved in the preparation. 

2) Prior to hydrolysis, Prep. VI reduced ferricyanide to the extent of 
14.14% glucose and prep. VII to the extent of 15.00%. 


color was developed as though by a pure glucose solution, indicated 
the smallness of the quantity of the uronic acid in this specimen, 
because, even in 1/7 equivalent, it shifts the color tone of hexose 
from blue to violet and interferes with colorimetry. Probably, the 
value of. the uronic acid obtained was higher than the actual value 
owing to the production of furfural from the glucosamine and 
hexose.» In all the other preparations the ordinary sugar was 
well identified with glucose by the colorimetric means. The values 


1) Refer to the paper of Tanabe (19388). 
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differed markedly from one reaction to another when calculated 
as mannose, galactose or fructose. 

All the preparations gave negative iodine test for glycogen. 

By the reduction method, it was proved” that the glucan was 
not hydrolysable by malt amylase. 

In Prep. I, aniline acetate and naphthoresorcinol test for 
uronic acid were positive. The other preparations did not give 
those tests. The presence of fructose was negated by Seliwanoff’s 
test on Prep. VI. The carbohydrate reductions were in agreement 
with the total sums of those sugars individually estimated in re- 
spective preparations or with the values of glucose in the prepara- 
tions in which glucose alone was found. From these facts, it is 
obvious that no sugar other than those listed in the table were 
present in the specimens. 

Prep. I gave a positive biuret reaction, but Prep. II-VII did 
not, although some of them were contaminated with nitrogenous 
impurities. 


SUMMARY. 


1. Any glycoprotein which contains a glucosamine-hexose 
complex (as Karlberg assumed) could not be found in the watery 
extract of umbilical cords. 

2. A kind of glucan was isolated. Furthter, a polysaccharide 
which is either allied to chitin in composition or is an acetyl- 
glucosamine-glucose complex is believed to exist in the cords in a 
free state. 

The writer wishes to thank the Foundation for the Promotion 
of Scientific and Industrial Research of Japan for a grant towards 
the costs of this investigation. 
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To estimate the free glucose in a glucosamine-containing blood, 
by making use of its reducing property, the deproteinizing process 
of Fujita and Iwatake was found useless, while it is most re- 
commendable for removing all the physiological reducing compo- 
nents except glucose. As it is an already-established fact that 
amino sugars are carried down from their solutions by mereuric 
oxide (Bierry and Magnan; Masamune and Tanabe), the 
writer undertook to devise a new process by means of the salts 
of this metal. The efforts, however, led to the recognition that 
the principle of the method which Dumazert and Bierry had 
elaborated for measurement of glycemia in 1935, met the purpose 
in the most simple way, although they had not intended to remove 
amino sugars by their reagents. By using ferricyanide instead of 
hypoiodite, which gives less accurate values than the former, the 
writer modified the whole analytical procedure of those authors, 
as will be seen in the following. 


REAGENTS. 


1. Dumazert and Bierry’s mereuro-cadmium reagent. 
2. NaOH solutions. 

a) NaOH solution which neutralizes exactly an equal 
volume of the merecuro-cadmium reagent when esti- 
mated by the means of Dumazert and Bierry. 

b) NaOH solution which is less concentrated than the 
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a) solution by 0.18 normality. 
3. Reagents employed by Fujita and Iwatake for estimat- 
ing the reducing forces of blood filtrate. 


TECHNIQUE. 


Lake 1 ce. of blood? with 2 ce. of water and stir up well with 
a glass rod with 2ee. of the mereuro-cadmium reagent. Next, 
pipette in 2 ce. of the NaOH b) solution in drops under shaking 
and agitate again thoroughly, centrifuge after 15 minutes and 
filter the supernatant liquid. Take lee. of the clear filtrate into 
a test tube, and 11 ce. of water and 4 ce. of the ferricyanide-phos- 
phate solution and follow further the technique of Fujita and 
Iwatake. 

Carry out the blank determination, using water in place of 
blood and NaOH a) solution instead of the b) solution. 


CALCULATION. 


Substract the ec. of the thiosulfate (0.005n.) solution used in 
titrating the unknown from the ec. used in titrating the blank 
and multiply 700/6.14 to obtain the mg of glucose per 100 ce. of 
blood. 


EXPERIMENTAL, 


1. Neutral filtrates could not be obtained by the writer after 
deproteinization of various kinds of blood (rabbit, pig and bull), 
when the NaOH solution prepared according to the original direc- 
tions of Dumazert and Bierry was used, while the titre pre- 
ferred here was found suitable for the bloods enumerated. 

2. Table I will demonstrate that the present method is availa- 
ble for measurement of glucose in blood containing 200 mg or less 
of glucosamine per 100 cc. 

In glucosamine-free blood, Hagedorn-Jensen’s method gave 
higher value of glucose than Fujita and Iwatake’s. Irrespec- 
tive of whether glucosamine had been added to the blood or not, 


1) Ammonium oxalate is used as an anticoagulant. 
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the present modification of Dumazert and Bierry’s method gave 
figures coincident with those of glucosamine-free blood obtained 
by Fujita and Iwatake’s method, which gives the accurate 
quantity of fermentable sugar, as already mentioned. When more 
than 250 mg of glucosamine are present in 100 cc. of blood, a part 
of it is seen to escape from retention on the filter. 

The Foundation for the Promotion of Scientific and Industrial 
Research of Japan gave a grant for defraying the cost of this 
research, which is gratefully acknowledged. 
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UBER DAS KUPFER IM ORGANISMUS, BEOBACHTET 
VOM STANDPUNKT SEINES PHYLOGENETISCHEN, 
ONTOGENETISCHEN UND GESCHLECHTLICHEN 
UNTERSCHIEDS AUS. 


III. Mitteilung: 


Die ontogenetische Untersuchung von Kupfer und Eisen 
im Blut der Hithnerembryonen. 


VON 


SATORU KAMEGAT. 


(Aus dem physiologischen Institut der medizinischen Fakultat zu Nagasaki. 
Direktor: Prof. Dr. D. Ogata.) 


(Hingegangen am 9. Januar 1939) 


KINLEITUNG. 


Verfasser hat in der I. und II. Mitteilung das Verhaltnis 
zwischen Kupfer und Eisen vom phylogenetischen Standpunkt aus 
studiert. Bekannt ist, dass die Ontogenese nichts anderes als eine 
Wiederholung der Phylogenie in einem Individium ist; so kann 
dasselbe Verhaltnis von Eisen und Kupfer in der ontogenetischen 
Entwickelung nachgewiesen werden. 

Das Eisen bezw. Kupfer in der Leber der Embryonen ist 
schon vielfach systematisch untersucht worden. Ebenso die Ver- 
anderung des Blutes nach der Geburt. Die quantitative Ver- 
anderung dieser Elemente in der Embryonalzeit ist jedoch bisher 
kaum studiert worden. 

Verfasser hat daher die Veranderung des Hisen- bezw. Kupfer- 
Gehalts des Blutes bei den verschiedenen Entwickelungstadien der 
Hiihner systematisch verfolgt. 


EXPERIMENTELLER TEI. 
1. Versuchsmaterial. 


Als Material wurde das Gesamtblut aus Hiihnern (hauptsach- 
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lich weisse Leghorn) in verschiedenen Entwickelungsstadien ge- 
braucht. Die Hier wurden unter moglichst gleichen Bedingungen 
in dem elektrischen Brutofen kiinstlich bebriitet. Die 24 Stunden 
nach dem Beginn der Bebriitung wurden als der erste Tag 
bezeichnet, und der 21ste Tag der Bebriitung entspricht dem ersten 
Tag nach Ausbriitung. Die Gefisse sind in den ersten Tagen sehr 
zart, auch ist das Blut so mangelhaft, dass man vor dem 9ten Tage 
der Bebriitung nicht imstande ist es zu bestimmen. Fir die 
Kupfer-Bestimmung ist eine ziemlich grosse Menge Blut notig; sie 
wurde jeweils eimigen Embryonen entnommen und zusammen- 
eestellt. 

Die Blutentnahme geschieht sehr sorgsam. Zuerst wird die 
Schale, dann die Schalenhaut mit einer Schere geoffnet. Nachdem 
die serése Fliissigkeit herausgenommen wurde, wurden die Gefasse 
in der Fliissigkeit sorgfaltig mit einer Pinzette herausgehoben und 
mit einer Spritzennadel durchstochen und das heraussickernde 
Blut in einen Tiegel gesammelt. In dem fritheren Entwickelungs- 
stadium der Hier manipuliert man giinstiger von der Luftkammer 
des Hies aus. In dem spateren Stadium aber geht es leichter vom 
spitzen Ende des Hies aus. 


2. Bestimmungsmethode. 


Kupfer und Eisen wurden mit dem Polarograph bestimmt. 
Die Elektrolyse wurde in derselben Weise wie in der vorangehen- 
den Mitteilung ausgeftihrt. Fiir das Kupfer wurde also das 
Gesamtblut verascht und direkt bestimmt und fiir das Eisen wurde 
es vorher von dem Kupfer durch Ammoniakwasser befreit. 


RESULTATE. 


Der Gehalt an Eisen und Kupfer auf mg fiir je 100 g frischer 
Substanz wurde systematisch angeordnet. Thm folgt der Fe/Cu- 
Index in derselben Reihenfolge. Siehe Tabelle I-V und Fig. 1-5. 
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TABELLE I. (Cu-Gehalt im Blut der Hiihnerembryonen). 


Bidar PSE eee eal sie laeee ae asians 
Tage a 8 nen g mV mm Fr. Sub. 
9 28.7 2.3 1 1.5855 —15 50 0.5321 
ial 22.0 4.75 10 2.2204 — 82 76 0.4727 
” 28.6 ” 4 1.2104 — 84 43 0.5502 
il} 28.0 9.3 4 1.6588 ak 50 0.5108 
” ” 9.1 ” 1.8896 — Son a ot 0.2641 
15 BYU IAL 9 5.1709 —T4 80 0.4325 
” 29.8 14.0 4 1.4657 = Eh2, 41 0.3968 
” ” 14.6 3 1.5456 —76 Sui 0.3229 
17 28.2 20.7 6 2 1.6576 —6a 45 0.4229 
” 30.0 mile 2 4 1.0204 SO 34 0.4045 
19 22. 36.5 3 5 1.6554 =e 42 0.4151 
” 28.0 39.2 6 2 1.5093 —T71 Vf 0.1844 
” ” » 9) 1.76538 05) 39 0.3132 
21 Pale 35.5 6 3 2.0581 =e 30 0.2866 
” 30.0 SOMO 2 1.9324 —9 42 0.3280 
” ” 36.0 2 ” 1.7801 07 30 0.1833 
” ” 35.0 2 ” 1.6317 SG 43 0.3965 

Nach der Ausbriitung 

afte 23.2 37.5 2 3 2.4668 =—75 45 0.3035 
2» 29. 84.5 6 il 1.4027 — 64 48 0.4562 
” ” 31.0 6 2 1.5305 ” 38 0.2718 
” 24.0 29.5 2 ” 1.8509 —79 35 0.2562 
» » 28.0 9 if 1.2216 —8s | 30 0.2671 
” 27.5 34.0 2 2 2.0167 38 0.2658 
1W 25.0 32.0 6 2 1.2895 —67 29 2531 
” ” 41.0 6 1 1.3672 63 39 0.3552 
” 26.3 34.0 6 ” 1.2031 = 3} 24 0.1596 
” 25.0 40.0 9° ” 1.5844 iS 32 0.2606 
” 26.3 35.5 ¢ ” 1.7269 —68 33 0.2445 
3M 27.5 38.0 6 ” 1.6375 SU 27 0.1270 
” ” 36.0 6 9 1.4434 = {heh ” 0.1441 
” 29.3 39.0 92 ” 1.4896 =A 29 0.1458 
” 27.5 32.5 9 2 2.6447 — 83 30 0.1234 


36 S. Kamegai: 
TABELLE I. (Fortsetzung). 
Nasa | temp, | x gon. | Zatlt| Erbe | Ba er eae 
nen g mV mm | Fr. Sub. 
13M 28.6 480 6 1 8.41 — 72 53 0.1436 
” ” 380 36 ” 5.95 —77 44 0.1527 
” ” 400 6 4 Veto —73 48 0.1386 
” ” 320 ¢ ” 7.01 —71 38 0.1269 
” ”? 290 9 ” 8.80 — Hite) 36 0.0917 
” ” 320: 8 ” 8.13 (3 34 0.0885 
erwachsen 1055 s170" ” 5.89 —57 21 0.0850 
” ” 3120 6 ” 7.09 —39 21 0.0739 
” ” TS10 72% ” 13.15 —52 65 0.38771 
” ” WD, Oe ” 12.61 —53 47 0.2511 
” 24.3 2500 ¢* ” teks —74 38 0.0699 
” ” 2270 6 ” 12.22 = 95) 49 0.1126 
* Wier reif. 
TABELLE II. (Zusammenfassung d. TABELLE I). 
Bebriitungsdauer Ca mg te, 200'g ete Sabet: 
: ) 2 Insgesamt 
9 ; 0.5321 
tlal 0.5114 
13 0.3584 
15 0.3840 
17 0.422 0.4045 0.4137 
19 0.2998 0.3132 0.3042 
BA 0.3073 0.2899 0.2981 
Nach der Ausbriitg. 
Ly 0.3035 0.3035 
2» 0.3640 0.2630 0.3034 
1 W. 2559 0.2525 0.2546 
3 M. 0.1355 0.13846 0.1350 
13 » 0.1449 0.1023 0.1236 
erwachsen 0.0905 0.2327 0.1616 
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TABELLE ITI. 


(Fe-Gehalt im Blut der Hiihnerembryonen). 
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“dauer | ‘Temp. | K.gew. | gohrs. | Subst, | stutenp.| hohe | in loots 
Tage & nen g mV mm Fr, Sub. 
9 28.5 2.3 i 0.0762 —194 87 66.272 
” ” ” ” 0.0925 — 233 75 45.243 
11 28.7 4.75 ” 0.0729 —213 89 71.330 
” ” ” ” 0.0852 = 227 96 67.723 
ie 29.0 9.3 ” 0.0892 —145 64 73.991 
” ” ” ” 0.1128 — 235 101 52.615 
15 27.5 14.0 ” 0.1245 —210 94 44.176 
” ” ” ” 0.1167 —199 85 41.558 
17 27.3 21.7 ” 0.1365 —194 103 45.238 
” 29.3 ” ” 0.1386 — 156 79 62.049 

” ” » ” 0.0989 —162 80 88.978 
19 30.0 39.2 3 ” 0.0943 —189 122 78.700 
” ” By #8 ” 0.1888 —136 68 37.764 
” ” 42.5 9 ” 0.1767 —149 77 47.707 
? ” » 9 ” 0.1566 —180 62 40.229 
21 21.8 35.5 5 ” 0.0724 —241 101 87.707 
» 22.0 » 6 7) 0.1307 —161 87 40.550 

” 29.3 36.9 6 ” 0.0977 ale 120 74.718 

” 29.5 38.0 2 ” 0.0837 lef) 86 58.242 
” ” 84.0 9 ” 0.1595 | 184 113 42.476 
” 29.3 22) 9 ” 0.0748 —187 96 74,197 
”» 28.0 36.0 9 ” 0.0776 — 239 ilalal 86.984 

Nach der Ausbriitung 

27. 24.5 27.0 6 1 0.1010 —216 74 82.475 
” 22.7 38.5 6 ” 0.0884 160 99 70.290 
» 29.0 | 35°06 » 0.1107 | —185 81 | 40.424 
” 24.5 30.0 2 ” 0.1565 — 252 82 61.150 
” 24.5 29.0 2 ” 0.0812 —253 95 70.812 
” ” 28.0 2 ” 0.1003 — 306 73 41.226 
” 29.0 34.0 2 ” 0.0949 — 229 97 59.536 
Tis 27.0 41.0 6 ” 0.1292 — 206 78 68.111 
” 28.7 34.0 6 ” 0.1299 —228 97 44.457 
” 27.0 40.0 9 ” 0.1447 —198 64 46.993 
” S17 39.5 2 ” 0.1158 — 228 62 60.017 
” 28.7 33.0)9 ” 0.0516 — 262 112 79.651 
&M. 27.4 35.0 6 ” 0.1590 | —135 71 48.867 
” ” 89.0 6 ” 0.2311 ” 86 43.098 
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TABELLE III. (Fortsetzung). 

Zahld. | Frisch. | Halb- |Kurven-| Fe mg 
Nach det ph | eee emipiye eae stufenp.| hohe | in100¢g 
Ausbrit. Cc 8 nen g mV mm Fr. Sub. 
3M 27.4 33.0 2 il 0.2631 —137 87 38.008 

” ” 39.02 ” 0.2182 ” 80 41.704 

” 28.6 is 2 ” 0.1113 —231 94. 49.775 

13 M. 27.5 480 6 ” 0.2042 —186 64 33.300 
” ” 380 3 ” 0.5540 —188 96 30.866 

” ” 480 3 ” 0.4899 —157 84 29.699 

” ” 320 2 ” 0.5115 — 204 136 33.431 

” ” 290 2 ” 0.2882 — 264 75 28.799 

” ” 320 ¢ ” 0.4140 — 242 125 37.681 
erwachsen 6.0 3170 6 ” 0.348 = 8 100 43.391 
” 8.0 3120 6 ” 0.406 —106 114 41.626 

” ” 1550 ” 0.634 —100 125 29.650 

” 12.5 1700 9 ” 0.440 —106 80 24.318 

” 24.3 2510 ¢ ” 0.2626 —1383 70 29.714 

” ” 2270 4 ” 0.2444 —129 17 54.214 


TABELLE IV. 


(Zusammenfassung d. TABELLE III). 


Fe mg in 100 g Fr. Subst. 


Bebriitungsdauer 
e g 2 Insgesamt 
9 55.757 
11 : 69.526 
13 63.303 
aS) 43.127 
17 65.421 
19 58.232 43.968 51.100 
21 67.658 65.474 66.410 
Nach d. Ausbriitg. 
21. 64.396 58.181 60.844 
1W. 56.284 62.220 59.845 
3M. 45.982 43.162 45.290 
13M. 31.288 33.303 32.296 
erwachsen 46.410 27.894 37.152 
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TABELLE V. (Fe/Cu-Index). 


Bebriitungsdauer Fe/Qu-Index 
e 3) 2 Insgesamt 
9 105 
11 136 
13 177 
15 112 
ily 158 
19 194 140 168 
21 220 226 223 
Nach d. Ausbriitg. 
34 ELLE 221 201 
1W. 220 247 235 
4M. 339 321 335 
13M. 216 326 261 
erwachsen 513 ial7y 230 


Die oben erwahnten Ergebnisse wurden hier zusammengefasst. 


Fig. 1. Die Verdinderung von Kupfer und Eisen. 


Fig. 1. Die Verainderung von Kupfer u. Hisen. 
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Das Kupfer erreicht das Maximum am 9ten Tage der Be- 
briitung, dann sinkt es schnell, und im ersten halben Monate nach 
der Ausbriitung besitzt es einen ziemlich konstanten Wert, dann 
zeigt es eine langsame Abnahme. Den minimalen Wert hat der 
mannliche Erwachsene. Der Durechschnittswert fiir beide Geschle- 
chter zeigt bei erwachsenen Hiihnern eine leichte Zunahme. 

Der Hisengehalt bleibt ziemlich konstant vor der Ausbriitung. 
Bald danach sinkt er langsam, und gegen Ende von 1144 Monaten 
nach der Ausbriitung erreicht er den minimalen Wert. Ausnahms- 
weise sieht man leichte Steigerung bei erwachsenen Hiihnern. 


Fig. 2. Kupfergehalt und Geschlechtsunterschiede. 


Einen halben Monat nach der Ausbriitung ist kein geschlecht- 
licher Unterschied zu sehen. Einen weiteren Monat lang iiber- 
trifft das maénnliche Geschlecht, bei den Erwachsenen alsdann das 
weibliche Geschlecht. 


Fig. 2. Kupfergehalt u. Geschlechtsunterschiede. 
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Fig. 3. Eisengehalt und Geschlechtsunterschiede. 


Bis 14%, Monate nach der Ausbriitung findet sich kein 
geschlechtlicher Unterschied. Bei den Erwachsenen zeichnet sich 
das mannliche Geschlecht aus. 
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Fig. 3. Hisengehalt u. Geschlechtsunterschiede. 
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Fig. 4. Fe/Cu-Index. 


Vom 9ten Tage bis 44 Monat nach der Ausbriitung sieht man 
eine Zunahme. 114 Monate nach der Ausbriitung beginnt eine 
leichte Abnahme. Bei den erwachsenen Hiihnern ist noch eine 
weitere Abnahme feststellbar. Die Werte fiir das méannliche 
Geschlecht weisen eine grosse Zunahme auf. 


Fig. 4. Fe/Cu-Index. 
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Fig. 5. Fe/Cu-Index und Geschlechtsunterschiede. 


Bis 1% Monat nach der Ausbriitung bemerkt man keine 
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eeschlechtlichen Unterschiede. In einigen Beispielen wurde eine 
starke Zunahme beim minnlichen Geschlecht beobachtet, dagegen 
eine deutliche Abnahme beim weiblichen. 114 Monate nach der 
Ausbriitung tritt ee Abnahme beim weiblichen Geschlecht auf. 


Fig. 5. Fe/Cu-Index u. Geschlechtsunterschiede. 
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DISKUSSION. 


Beziiglich des Hisengehaltes wahrend der Entwickelung fand 
Nakayama und Inoue (1929) im Blut 101,0 mg% Eisen in mann- 
lichen, und 105,6mg% Hisen in weiblichen menschlichen Neuge- 
borenen im Vergleich zu 66,3-66,8 mg% in den Gebarenden. Nach 
Sachs u.a. (19386) fand sich in den Neugeborenen der Hisengehalt 
des Blutes als 51,79 mg%, im Alter von 14 Monaten bis zu 15 
Jahren als 40,51 me@%. Ein geschlechtlicher Unterschied ist bis zu 
15 Jahren nicht vorhanden. Der durchschnittliche Gehalt bei den 
Hrwachsenen ist nach ihnen 50 mg% und 45 mg% fiir Manner und 
Frauen. Der Eisengehalt sinkt gleich nach der Geburt, erreicht 
das Minimum im Alter von 1% Monat, und steigt von 15 Jahren 
an zum zweiten Male. 

Verfasser bekam die gleichen Resultate. Der EHisengehalt 
nimmt nach Ausbriitung zuerst bis 114 Monate ab, dann folet eine 
Steigerung. Der geschlechtliche Unterschied ist bis zu 114 Monaten 
der Entwickelung nicht bemerkbar. 
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Die Gehaltsbestimmung des Kupfers in der Embryonalzeit 
wurde stets an der Leber ausgefiihrt, wobei es den Gehalt der Er- 
wachsenen immer iibertrifft. Das Kalb im Alter von 5 Tagen 
enthalt nach Mc Hargue (1925) 100mg Cu pro ke frischer Sub- 
stanz von Leber, der Ochse 12,5%. Ein totgeborenes Kalb hat nur 
16,3 mg, das Kupfer vermindert sich also allmihlich mit der Ent- 
wickelung. Nach Cunningham (1931), ergab die Analyse der 
Leber in bezug auf Kupfer eine schnelle Senkung des Kupfers 
beim Schaf, Hund, Meerschweinchen u.a. Die Untersuchung von 
Sachs u.a. tiber den Kupfergehalt des Blutes zeigt bei Neuge- 
borenen 0,083 mg%, im Alter von 14 Monat bis 15 Jahren durch- 
schnittlich 0,171mg%, und bei Erwachsenen eine nochmalige 
Senkung 0,131-0,132 mg%, das Maximum liegt im Alter von 2 
Jahren. 

Die Ergebnisse des Verfassers sind etwas verschieden von 
diesen. Die Abnahme setzt sich bis nach der Ausbriitung fort, 
ihr Maximum liegt im Alter von 2 Monaten, und danach kommt 
eine geringe Abnahme. Friiher, als einen halben Monat nach der 
Ausbritung konnte man geschlechtliche Unterschiede nicht kon- 
statieren. 

Die Hiihnchen von 1144 Monaten wurden von der landwirt- 
schaftlichen Versuchsanstalt zu Isahaya bezogen, befinden sich also 
nicht unter ganz denselben Bedingungen. Die abweichenden Re- 
sultate z.B. der geschlechtlichen Unterschiede an Kupfergehalt, 
wobei das mannliche Geschlecht das andere tbertrifft, und die 
geringeren Werte im Fe/Cu-Index beim mannlchen Geschlecht, 
koénnen vermutlich auf die verschiedene Ernahrung und del. 
zuruckgefuhrt werden. Die starke Zunahme von Kupfer beim 
weiblichen Geschlechte und die Abnahme des Fe/Cu-Index mag 
natirlich auf die dabei herrschende Legezeit bezogen werden. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Die Beziehung von Hisen und Kupfer im Blut wurde onto- 
genetisch beobachtet, bei Hithnern und Htihnerembryonen: 

1. Beide Metalle nehmen mit der Entwickelung ab; das 
Kupfer zeigt aber eine schnellere Senkung. 
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2. Bei Embryonen und Hiihnchen sind keine Unterschiede 
zwischen beiden Geschlechtern nachweisbar. 

3. Der Fe/Cu-Index steigt allmahlich mit der Entwickelung. 
Bei Embryonen und Hiihnechen sieht man ftir den Fe/Cu-Index 
ebenso keinen geschlechtlichen Unterschied. 
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UBER DAS KUPFER IM ORGANISMUS, BEOBACHTET 
VOM STANDPUNKT SEINES PHYLOGENETISCHEN, 
ONTOGENETISCHEN UND GESCHLECHTLICHEN 
UNTERSCHIEDS AUS. 


IV. Mitteilung: 


Das Verhdltnis von Kupfer und Eisen 
im Pflanzengewebe. 


Von 


SATORU KAMEGAIT. 


(Aus dem physiologischen Institut der medizinischen Fakultit zu Nagasaki. 
Direktor: Prof. Dr. D. Ogata.) 


(Hingegangen am 9, Januar 1939) 


HINLEITUNG. 


Um das Verhaltnis zwischen Kupfer und Eisen im Tierreich 
klarzustellen, bestimmte Verfasser ihren Gehalt im Blut von ver- 
schiedenen Tierarten. Die Erfolge lauten so, dass in den phylo- 
genetisch niedrig gestellten Tierarten das Kupfer in den Vorder- 
gerund tritt, und mit dem Hohersteigen in der Systematik das 
Hisen seine Stelle einnimmt. 

Bei den ontogenetischen Versuchen mit Htihnern kommt man 
za einem dhnlichen Schluss, d.h. am Anfang der Entwickelung 
scheint das Kupfer hauptsichlich zu wirken, und mit der Ent- 
wickelung spielt das Hisen eine immer wichtigere Rolle. Verfasser 
ist also der Meinung, dass im Blut des Tieres diese beiden Elemente 
sich einigermassen miteinander kompensieren kénnen. Der Ver- 
gleich beider Geschlechter ergab, dass im weiblichen Geschlecht das 
Kupfer und im minnlichen Geschlecht das Eisen funktionell tiber- 
wiegt. Verfasser hat dieselben Untersuchungen auf das Pflanzen- 
reich hin weiter ausgedehnt. Der Spinat wurde dabei als Material 
benutzt, also ein didzische Pflanze. 
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EXPERIMENTELLER TEIL. 
1. Versuchsmaterial. 


Es wurden je 7 Paare aus beiden Geschlechtern herausgenom- 
men, und der Kupfer resp. Hisen-Gehalt in Blattern, Stammen, 
miannlichen und weiblichen Bliiten getrennt bestimmt. Die Bliten 
beider Geschlechter wurden von einigen Pflanzen gesammelt. Die 
weibliche Bliite war zu jung und als Ersatz wurden die reifen 
Samen, die im vorigen Jahre gesammelt und schon ziemlich trocken 
sind, gleichzeitig gebraucht. 


2. Die Methode der Bestimmung. 


Wie in den oben berichteten Versuchen wurde die polaro- 
eraphische Bestimmung angestellt. 


3. Die Verfertigung des Versuchsmaterials. 

Die Verfertigung des Versuchsmaterials geschieht ebenso wie 
in den vorangehenden Mitteilungen, doch soll sie hier kurz 
zusammengefasst werden. Die Veraschung wurde im elektrischen 
Ofen ausgefiihrt. Die Asche wurde dann in HNOs: gelost, und 
za ihr wurde nach Abdampfen tiberschiissiges Ammoniak zugesetzt, 
so dass das Kupfer aufgelost wird. Das Filtrat wird abermals 
verdampft und nach dem Trocknen nochmals ein wenig HNO; 
zugesetzt, nach Abtrocknen in (NH4)sSO,4-Agarlosung gebracht; 
diese letztere Losung wurde polarographisch behandelt. Der 
Niederschlag wurde durch Na-Oxalatum von Calcium befreit und 
dann zur Bestimmung appliziert. 


RESULTATE. 


Die auf obige Weise gewonnenen Resultate wurden auf mg 
in 100 g frischer Substanz umgerechnet. Siehe Tabelle I-IX und 
Hiroe als 

Aus diesen Ergebnissen schliesst man wie folgt. 


1. Kupfer: 


Die individuellen Schwankungen der Werte waren ziemlich 
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TABELLE I a. 


(Cu-Gehalt im Blatt) @. 
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Frisch. Halb- Kurven- Cu mg T 
Nr. Subst. stufenp. hohe in 100 g oC 
g mV mm Fr. Sub. 
i 20 — 60 19 0.0118 19.5 
2 ” —54 30 0.0613 9 
3 ” —49 20 0.0179 19.0 
sf 4 ” —_— rs =, ss 
5 ” —39 41 0.1124 17.5 
6 18 —60 20 0.0210 16.3 
if 20 —49 50 0.1520 18.0 
Mittel 0.0628 
TABELLE Ib. (Cu-Gehalt im Blatt) 9. 
1 16 ~60 20 «= | o.os76 «| 19.5 
2 20 = (8) 31 0.0831 19.7 
3 15 —63 25 | 0.0260 | i 
4 ” — — | -— ” 
5 » =47 43 | 01265 | 17.0 
6 ” — Do 38 | 0.1020 | 16.3 
7 18 —57 53 | 0.1959 | 16.0 
Mittel 0.0903 
TABELLE Ila. (Cu-Gehalt im Stamm) @. 
Frisch. Halb- Kurven- Cu mg mone 
Nr. Subst. stufenp. hohe in 100 ¢ oC ; 
g mV mm Fr. Sub. 
Il 20 il 29 | 0.0234 18.3 
2 ” Spe 36 0.0347 19.6 
3 ” ” 26 0.0243 16.3 
4 ” — 54 24 0.0171 19.0 
i5) ” —58 16 = ies 
6 ” — — — —— 
7 5 ~68 48 0.0851 17.0 
Mittel 0.0349 
TABELLE IIb. (Cu-Gehalt im Stamm) 9. 
1 20 —58 37 0.0386 18.3 
2 ” — 60 33 0.0314 ” 
3 ” — 56 17 0.0016 19.0 
4 ” oil 20 0.0080 ” 
5 ” —68 aL; 0.0032 16.3 
6 ” —5d3 34 0.0416 17.0 
7 ” —52 40 0.0690 16.0 
Mittel 0.0276 


48 S. Kamegai: 
TABELLE III. (Cu-Gehalt in Fortpflanzungsapparat). 
Frisch. Halb- Kuryven- Cu mg T 
Subst. stufenp. hohe in 100 g eq 
g mV mm Fr. Sub. 
Bliite (6 ) 15.0 As! 56 0.2551 16.0 
Samen (unreif) ” —58 45 0.1792 17.0 
yy estate), 15.4 —57 65 0.2843 19.0 
TABELLE IV. (Zusammenfassung d. TaBELLE I, II, IIL.) 
Cu mg in 100 g Fr. Sub. 
Blatt & 0.0628 2 0.0903 
Stamm » 0.0349 » (0.0276 
Fortpf. a. » 0.2551 » 0.1792 (unreif) 
» 0.2843 (reif) 
TABELLE Va. (Fe-Gehalt im Blatt) @. 
Frisch. Halb- Kurven- Fe mg Cat 
Nr. Subst. stufenp. hohe in 100g oC. 
g mV mm Fr. Sub. 
1 20 — 258 94 0.8850 19.3 
2 ” —266 180 1.2500 ae 
3 ” — 256 L72 1.1875 ” 
4 ” — — — — 
BY ” — 264 113 0.7375 ” 
6 18 —262 183 1.4055 19.6 
7 20 — 220 101 1.9895 20.5 
Mittel 1.1925 
TABELLE Vb. (Fe-Gehalt im Blatt) 9. 
al 16 —263 99 0.7893 20.5 
2 20 —274 143 0.9675 20.0 
3 15 =295 206 1.8786 ” 
4 —e —— mee) —— aoe 
5 eee = ae — — 
6 20 =272 Uy 0.4650 20.0 
7 18 —268 64 0.8111 19.4 
Mittel 0.9823 
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TABELLE VIa. (Fe-Gehalt im Stamm) @. 
Frisch. Halb- Kurven- Fe mg 
Nice Subst. stufenp. hohe in 100 ¢ Temp 
g mV mm Fr. Sub. 2 
20 —322 29 0.4800 19.0 
2 ” 205) 36 0.3750 ” 
of 3 ” —247 23 0.2625 ” 
4 ” — 248 34 0.5658 ” 
5 ” —220 41 0.9375 ” 
Mittel 0.5241 
TABELLE VI b. (Fe-Gehalt im Stamm) 9. 
if! 20 — 268 30 0.1040 20.0 
2 ” — 259 39 0.1415 ” 
8 en a — — —s 
4 20 SAS 67 0.3885 20.0 
5 ” —264 54 0.2935 19.0 
6 ” —278 234 1.1600 20.0 
7 ” 200 40 0.1800 19.0 
Mittel 0.4613 
TABELLE VII. (Fe-Gehalt in Fortpflanzungsapparat). 
Friseh. Halb- Kurven- Fe mg 
Subst. stufenp. hohe in 100 g Tene: 
g mV mm Fr. Sub. 
Bliite( 6 ) 15.0 —138 57 3.7500 20.5 
Samen (unreif ) ” —267 98 0.8320 ” 
5 (Grerbe) 15.4 — 262 75 0.5838 ” 
TABELLE VIII. (Zusammenfassung d. TABELLE V, VI, VII.) 
Fe mg in 100g Fr. Sub. 
Blatt 6 1.1925 2 0.9823 
Stamm » 0.5241 » 0.4613 
Fortpf. a. » 3.7500 » (0.8320 (unreif) 


. 


2: 


0.5838 (reif ) 
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Fig. 1. Kupfer-u. Hisengehalt im Pflanz.g. 
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TABELLE IX. (Zusammenfassung d. TABELLE IV u. VIII.) 


Cu Fe 
Ke) g Insgesamt i) te) | Insgesamt 
Blatt 0.0628 0.0903 0.0765 1.1925 0.9823 | 1.0970 
Stamm 0.0349 0.0276 0.0307 0.5241 0.4613 | 0.4898 
Fortpf. a. 0.2551 0.1792 0.2172 3.7500 0.8320 | 2.3410 
0.2843 (reif) 0.5838 (reif ) 


gross, so dass der Vergleich unter ihnen nicht ganz leicht ist. Im 
grossen und ganzen aber enthalt der Stamm das wenigste Kupfer, 
die Blatter die doppelt so grosse Menge und die Bliite etwa 7 mal 
so viel. 

In Bezug auf das Geschlecht iiberwiegt bei Blattern das 
weibliche Geschlecht, bei Stammen und Bliiten das minnliche 


Geschlecht an Kupfergehalt. Die reifen Samen zeigen den héchsten 
‘Wert. 
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2. Hisen: 


Sowohl Hisen wie Kupfer fand sich im Stamm am wenigsten. 
In den Blattern doppelt so viel, und in den Bliiten zirka 5 fach 
so viel. Beziiglich des Geschlechts iibertrifft das méiannliche 
Geschlecht das andere. In Stimmen ist der Unterschied keines- 
wegs gross, in Bliiten am gréssten. In den reifen Samen ist das 
Hisen eher wenig enthalten. 


DISKUSSION. 


Maquenne (1920) fand, dass das Kupfer sich in allen Teilen 
der Pflanze findet. Die Keime und die neuen Blatter, wo der 
Stoffwechsel lebhaft ist, besitzen verhaltnismassig viel gegentiber 
anderen Teilen. Quartaroli (1928) bemerkte, dass im Samen 
der Pflanzen Kupfer in grosser Menge vorhanden ist. Er ver- 
mutet, dass Kupfer bei der Oxydation als Aktivator wirkt, und 
auf diese Weise die Reaktion regelt. Es hat die Stelle von Vitamin 
in der tierischen Hrnihbrung. 

Uber die Beziehung zwischen Kupfer und Chlorophyll gibt es 
keine bestimmte Meinung. McHargue und Calfee (1933) beo- 
bachteten das Kupfer als notwendig fiir griine Pflanzen. Tuyuno 
(1937) ist der Meinung, dass der Umstand noch nicht ganz klar 
ist. Die Untersuchung von Cunningham (1931) mit ver- 
schiedenen Pflanzenarten in verschiedenen Teilen ergaben, dass die 
chlorophyllreicheren dusseren Blatter nicht immer mehr Kupfer 
enthalten als die chlorophyllarmeren inneren Blatter. In den 
Kohlblattern hat Sarata (1937) gefunden, dass der Kupfergehalt 
der ausseren Blatter nach innen graduell sich vermindert. 

Nach Verfassers eigenen Untersuchungen sind die Blatter 
reicher an Kupfer als die Stéamme. Die Menge des Kupfers geht 
aber nicht immer parallel mit der des Chlorophylls. Im all- 
gemeinen enthalten die Pflanzen eine gréssere Menge von Kupfer 
in ihrer Blitezeit. 

Muckenhirn (1936) konnte das Wachstum von Pflanzen 
durch Zufuhr von Kupfer, Mangan und Zink fordern. Unter 
diesen wirkt das Kupfer am stirksten. Nach Sarata (1937) 
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zeigen die Blatter von Paeonia Moutan eine Schwankung in dem 
Kupfergehalt ; Kupfer fand sich am meisten in der Blitezeit, dann 
sinkt es allmihlich, im September den niedrigsten Wert auf- 
weisend. Die Bliiten und die Keime sind sehr reich an Kupfer; 
die Bliiten, Staubblaitter speichern in. sich das Kupfer mit der 
Entwickelung. In den Fruchtknoten vermehrt sich das Kupfer 
bis Anfang Juli. 

Verfassers Befunde sind abnlich. In der Bliitezeit, wo der 
Stoffwechsel am lebhaftesten ist, enthalt die Bltite eine grosse 
Menge von Kupfer. Ihr folgt das Blatt, und der Stamm hat das 
wenigste Kupfer. 

Fiir das Verhaltnis von Kupfer und Eisen herrscht aber bis 
jetzt keine bestimmte Meinung. Einige Forscher sind der An- 
schauung, dass Kupfer bei der Oxydation von Ferro-Verbindungen 
als Katalysator wirkt und dadurch die Vergiftung beseitigt. Tati 
(1934) fand, dass die Wurzeln, in denen Kupfer reichlich enthal- 
ten ist, gleichzeitig eine grosse Menge von Hisen besitzen. Diese 
Tatsache weist auf einen funktionellen Zusammenhang hin. 

In Verfassers Ergebnissen ersieht man beinahe gleiche Ver- 
haltnisse. So haben Kupfer und Hisen sicherlich eine innige 
Beziehung zueinander. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Verfasser untersuchte den Zusammenhang von Kupfer und 
Eisen im Pflanzenk6rper. Die Stimme, Blatter und Fortpflan- 
zungsapparate des Spinats wurden einzeln auf ihren Kupfer- resp. 
Hisen-Gehalt durch Polarograph quantitativ untersucht. 

1. Kupfer und Eisen wurden in gleichem Verhiltnis ent-. 
halten gefunden. Der Fortpflanzungsapparat enthalt die grosste 
Menge, ihm folgen die Blatter und zuletzt kommt der Stamm. 

2. Der Stoffwechsel hat ohne Zweifel einen innigen Zu- 
sammenhang mit dieser Verteilung. Die lebhaft funktionierende 
Blite hat den hodchsten Gehalt. 

3. Das Geschlecht tibt einen Einfluss aus. Trotz grosser 
Schwankung kann man ohne weiteres sehen, dass beim minnlichen 
Geschlecht das Eisen, und beim weiblichen Geschlecht das Kupfer 
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uberwiegt. 


ScHLUuss. 


Aus Mitteilungen I-IV schliesst Verfasser folgendes. 

1. Das Blut des Tieres enthalt Kupfer in verschiedenen 
Mengen. Je niedriger das Tier, dem das Blut entnommen wird, 
in der Systematik steht, desto mehr Kupfer ist zu finden. Beim 
Hisen besteht ein umgekehrtes Verhaltnis. 

2. Diese Verhaltnisse sind auch in der ontogenetischen Ent- 
wickelung zu sehen. Am Anfang der Entwickelung scheint das 
Kupfer eine wichtigere Rolle zu spielen. Mit der Entwickelung 
aber tritt das Eisen allmahlich in den Vordergrund. 

3. In der Pflanzen ist die Verteilung von Kupfer und Eisen 
parallel, d.h. wo das Kupfer reichlich vorhanden ist, da ist auch 
das Eisen in grosser Menge enthalten. 

4. Sowohl bei Tieren als auch bei Pflanzen iiberwiegt beim 
weiblichen Geschlecht das Kupfer und beim mannlichen das Hisen. 


Zum Schlusse méchte Verfasser Herrn Prof. D. Ogata, Herrn 
Prof. K. Kiyohara und Herrn Prof. T. Kawakami fiir ihre 
stetige Leitung den herzlichsten Dank aussprechen. Auch halt 
Verfasser es fiir seine angenehme Pflicht Herrn Prof. M. Sikata 
und. Herrn Prof. J. Tati fiir ihr weitgehendes Entgegenkommen 
in der polarographischen Technik seinen wirmsten Dank aus- 
zusprechen. 
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This paper is written to report the isolation of margarie choleic 
acid as a pure crystalline substance from dog bile, thereby solving 
the nature of Hammarsten’s “choleic” acid in dog bile. 

In 1904, Hammarsten found that there are two kinds of 
taurocholic acid in dog bile, one of which is different from ordinary 
taurocholic acid, and he supposed this to be “taurocholeic” acid. 
But he could not make a further study on the construction of the 
acid, because of insufficient quantity of material. In his time, the 
chemical knowledge of the bile acids was not as well known as at 
present. Now that dog bile is so frequently used as the material 
for bile acid metabolism, it is extremely desirable that a rein- 
vestigation be made of this compound, especially of its quantity. 
A number of Japanese workers, like Tanaka (1933), Kazuno 
and Yamasaki (1934) did some analysis on dog bile. Their in- 
vestigations were, however, to study the chemical nature of tauro- 
cholic acid, and so the presence of desoxycholic acid in dog bile 
remained as yet undetermined. 

In the present paper the writer takes up again the old problem 
from the viewpoint of choleic acid and its quantity. With more 
precise analytical investigation and colorimetric estimations, the 
writer arrived at the following conclusion, starting from about 
150ml summer bile of 28 gall-bladders of dogs: 1. There is a 
choleic acid in dog bile; 2. The acid is desoxycholic acid combined 
with margaric acid and; 3. The amount of the acid comes to about 
1/20 of the cholic acid. 


Or 
O1 
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ANALYSIS. 


150 ml of bile was heated with 300 ml of alcohol to the boiling 
point on the water bath, filtered from precipitated protein sub- 
stance and brought to dryness in an evaporator under reduced 
pressure. The dried mass was dissolved in water and shaken with 
ether, first in alkaline, then in acid reaction. The alkaline ether 
fraction contains most of the neutral fat and cholesterol. The 
experiments were carried out only with this acid ether fraction and 
the water fraction. 


A. Acid ether fraction. 


The ether was distitled off and the residue was then treated 
with petroleum ether. 


1) Petroleum ether fraction (fatty acids). 


Seale-like crystals were obtained on evaporation of the solvent. 
The substance was purified by repeated recrystallization. The 
pure specimen melted at 58°C. The analysis shows the substance 
corresponds to margaric acid. 
5.300 mg Substance, 9.160 mg COz and 3.710 mg H2O. 


Caleulated for Ci;HssiO> C72 Ome 


2.56 
Found 715.20 12.5 


0 


2) Petroleum ether unsoluble fraction (bile acids). 


No precipitation was observed by adding barium chloride to 
the ammonium water solution of the substance. Therefore, desoxy- 
cholic acid seems to be absent here. The water soluble Ba-salt was 
then acidified with diluted HCl. The precipitation ammounted to 
about 200 mg and gave a strong positive Yamasaki test. It was 
not crystallized. Seemingly there exists some crude mixture of 
conjugated cholic acids. 


B. Water fraction. 


This is the main fraction containing conjugated bile acid, and 
yielded free bile acids on hydrolysis. The fraction, together with 
its suspended precipitate, was neutralized by adding KOH solution, 
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then KOH grains were added until a 10% solution was obtained, 
then mixed and autoclaved at 130°C for 6 hours. Free acids were 
then obtained in crude form by acidifying with diluted HCl, then 
they were converted into their Ba-salts and divided in 2 fractions, 
into water soluble and unsoluble. 


s 


1) Water unsoluble Ba-salts. 

The Ba-salts were converted into Na-salts, by boiling with 
sodium carbonate solution, then acidified with HCl after filtration. 
The free acids were then crystallized from diluted alcohol. Roset- 
ten formed erystals of 551mg in amount, which melted at 188°C 
after repeated recrystallization, and which revealed yellow to 
Liebermann’s test and green to Kaziro-Shimada’s_ benzal- 
dehyde test (1938), all suggesting the presence of cholei¢ acid. In 
the formylated compound, slender needles of m.p. 193°C showed no 
depression by mixing with pure formyldesoxycholie acid. By boil- 
ing with xylol, prismatic needles of m.p. 183°C were obtained. No 
depression of melting point was observed with pure xylol choleic 
acid. 


3.580 mg substance, 9.835 mg CO: and 3.255 mg H20. 
Caleulated for (CxHwO1)2+CsHio C 75.50 H 10.11 
Found 74.92 LOR, 


Identification of margaric acid was carried out by evaporating 
the remaining xylol. Seale erystals of m.p. 58°C, corresponding 
to margarie acid, were obtained. 


2) Water soluble Ba-salts. 

This is the cholic acid fraction. Isolation of the acid was 
carried out as in the usual procedure. The yield of purified 
material was 35.3g¢. Cholic acid was easily identified from its 
melting point, specific colour reactions, ete. 


C. Analysis of the Remaining Substances. 


The total uncrystallizable amorphous residue from the above 
2 fractions, which would possibly contain some unknown acids, 
weighed 3.6¢. The amount of cholic and desoxycholic acid in 
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DP 


this crude specimen were now determined by means of Shimada’s 
new estimation method (1938, 1939) colorimetrically. This method 
is, because of its principle, the most reliable of all past methods 
reported. However, it is not applicable in cases in which a higher 
eontent of cholie acid might be present. 

Results obtained are as follows: 

Amount of eholic acid, determined by furfural method: 
1,944 ¢. That of desoxycholie acid, determined by benzaldehyde 
method: -1.86¢@. Therefore, the amount of unidentified acids cal- 
culated to 0.3 ¢. 


SUMMARY oF ANALYSIS. 


Sholie acid as enystiallized) jai. ears ee ees 85.3. g. 
SMOTPHOUSe ice Unt eee eee 1.94 
HOGAD as echo eo eee 37.24 

Choleic¢ acid as OEY StAMLAG <. 2y a ce reoys te eee 0.55 
BMOLPHOUSY Gremis wae ec eee 1.36 
GO Gai wad cnc pee ey eee ee 1.91 

Acid unidentified 0.3 

Discussion. 


Except in Hammarsten’s elassical notes, the existence of 
desoxycholie acid in dog bile was only suggested recently by 
Kaziro and Shimada (1938) with the aid of their newly found 
special colour reaction to the acid. Former reports in the litera- 
ture of the normal value of desoxycholie acid in dog bile are not 
reliable because they are all obtained by means of the indirect 
“ method of estimation. 

As is seen by the above experiments the content of desoxy- 
cholic acid in dog bile is significantly lower than that of cholic acid. 
The ratio of both acids was found to be 1:20. 

Some coincidental findings were obtained by another worker 
from this laboratory in the course of studies on the estimation 
method of bile acids. Shimada has already noted in his paper 
(Jl. of Biochem., 28, P. 171) regarding dog bile that “....kann 
die Saure unter Umstiinden in so geringer Menge auftreten, dass 
sie sich auch dureh diese empfindlichste Nachweis-reaktion noch 
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kaum nachweisen lisst.” In most cases of dog bile, it was pointed 
out by Ohyama and Nagaki (yet unpublished report), that with 
the benzaldehyde test, desoxycholic acid cannot be verified in duct 
bile, and not always easily in bladder bile. As noted by Shimada 
(1939), a higher coexistence of cholic acid interferes with the 
colour reaction by contamination of a reddish colour. The limit 
rafio, desoxycholie acid: cholic acid, in which the green colour of 
the reaction can be well ascertained, may be about 1:10. 

Nishikawa(1938) tried recently to demonstrate the existence 
of desoxycholic acid in dog bile and its normal value in duct bile. 
The method used in his experiments was the vanillin phosphoric 
acid method established by Abe (1937). In most cases in his ex- 
periments, the estimated values for desoxycholic acid are too high 
to be accepted as of real value, in spite of that the method applied 
here seems to be the most reliable one at present which permits a 
simultaneous estimation of cholic and total bile acid. Nagaki of 
this laboratory will shortly present a detailed discussion of the 
relative value of the vanilline-method and the benzaldehyde- 
method. It might be noted here, however, that the vanilline- 
method is not applicable to dog bile without preliminary hydrolysis. 
Otherwise a significantly lower value for cholic acid might be ob- 
tained and consequently a higher value for desoxycholic acid. 

Doubulet (1936) had also suggested the existence of desoxy- 
cholic acid in dog bile, i.e., he determined the whole amount of bile 
acids by means of Schmidt-Dart’s iron-precipitation-method 
(1921) and rendered the difference between the whole amount of 
bile-acids and the amount of cholic acid as the quantity of desoxy- 
cholic acid. But the iron-precipitation-method applied here, be- 
cause of its principle, might apparently result in a too high value 
for the total acids, for that the data obtained on desoxycholic 
acid was relatively too high to be accepted as the normal quantity 
of desoxycholie acid in dog bile. 


SUMMARY. 


In order to obtain evidence as to the existence of desoxycholic 
acid in dog bile, a preparative analysis was carried out with 150 ml 
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of bile from 28 gallbladders. 
Cholic acid and margaric choleic acid were obtained in 
crystallized form. Determined ratio of both acids was about 20:1. 
Some discussion was presented on the findings reported in 
literature as to the amount of desoxycholie acid in dog bile. 
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In 1937, Kaziro and Shimada reported on the specifie colour 
reaction of C3-ketone bile acids, such as dehydrocholic acid, with 
m-dinitrobenzene, based on the test for hormone estimation previ- 
ously noted by Zimmermann (1935-1938). The specificity of 
the reaction to Cs3-ketone-group of bile acid was also verified by 
the writer (1939). 

The author planned in the present experiment to establish a 
new determination method of dehydrocholic acid and other C3- 
ketone bile acids by applying the colour reaction, the purpose of 
which is to demonstrate the fate of Cs-ketone bile acid administered 
in living tissue. In the process of experiments, the author noted 
that the colour reaction of bile acids is far more labile than that 
of androgene substances and that the original mode of operation 
must be modified to attain a more stable reaction for the present 
purpose. 

The estimation method by the author is given in detail in the 
following paragraphs. It gives fairly accurate results by means 
of photometric determination of the colour obtained by the pro- 
cedure presented. 


I. PREPARATION OF REAGENTS. 


1. Alcohol. 

Ordinary commercial ethyl alcohol is used for the preparation 
of the following reagents. Methyl alcohol cannot be used, as it 
inhibits the colour reaction. 


9. 0.5n alcoholic solution of potassium hydroxide. 


we 
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4 erams of pure KOH grains are dissolved in 100 ml of diluted 
alcohol by shaking. An 0.5m solution is then prepared by’ titra- 
tion with 0.1 oxalic acid solution. The reagent must be carefully 
kept from carbon dioxide. Otherwise, not only the reduced 
alkalinity, but the turbidity of potassium carbonate precipitated 
on adding more volume of alcohol, interferes with an accurate 
measurement. 


3. m-Dimtrobenzene. 

m-Dinitrobenzene must be purified for the reagent by repeated 
recrystallization from pure methanol. Thin needles of Mp. 91.5- 
92°C. 2 g/dl alcoholic solution is to be used, which gives a faintly 
yellowish colour. 


II. Mope oF cOLOUR DEVELOPMENT AND PHOTOMETRY. 


As in Zimmermann’s original method for hormone, the test 
solution, the m-dinitrobenzene solution and KOH-solution are 
pipetted out into a test tube in the proportion of 2:1:1ml, and 
mixed well. Then place the test tube in a water bath kept at a 
constant temperature, 20+1°C for 30 minutes. The pink coloured 
solution obtained is brought to the Pulfurich-Photometer. The 
solution must be perfectly clear before reading. Clear water is 
taken for control fiuid. 

The extinction curve obtained is shown in figure 1. 

As seen in the figure, the maximum absorption lies near the 
wave length of 5300 A. Thus a filter S;3 of the Pulfrich-photo- 
meter is to be used for the measurement of extinction values of 
each concentration of dehydrocholic acid. The range, in which 
Beer’s law is available, is from 0.25 to 1.5 mg dehydrocholie acid 
per 2 ml alcoholic solution, as shown in figure 2. In these limits, 
the ratio x : H—Ep is 3.8. 

So the x-value (mg/2 ml dehydrocholie acid) is caleulated from 
the formulae: i 

x = 3.8X (EK—0.081) 


A eo eee the extinction value measured. 
O00 Cee the extinction value of the blank test. 
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laiges, Il. 
The extinction curve of 1 mg dehydrocholic acid. 
(measured in 10mm cuvette at 20°C) 
S BH Hy BB. | 
* me 43 0.343 | 0.201 0.142 

47 0.276 : 0.114 0.162 | 

50 0.290 0.094 0.196 | 

58 0.343 { 0.081 | 0.262 | 

57 0.316 0.068 : 0.248 

61 0.143 | 0.025. 0.118 

8.43 47 50 53 57 61 
Hig. 2, 
Extinction values of each concentration of dehydrocholie acid. 

xmg | E | 
5.00 | 1.066 
4.00 0.879 
2.00 | 0.552 
1.00 | 0.345 
0.50 0.212 
0.25 0.145 
0.00 0.081 
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Ill. THe INFLUENCE OF TEMPERATURE. 


As shown in the following chart, the extinction value is highly 
influenced by the temperature of the water bath, in which the 
eolour reaction is carried out. Hence the temperature of the 
water bath must be carefully kept constant throughout the whole 
course of the experiment. The maximal E value is obtained at 
25°C. The author preferred, however, the temperature of 
20+1°C, as the extinction value of the blank test is relatively 
low and constant in this temperature, and the highest and accurate 
value is obtained for the test substance. 


INO) E Eo E-Ho 


0° 0.181 0.041 0.140 


By 0.272 0.051 0.221 


20° 0.343 0.081 0.261 


25° 0.387 0.110 0.277 


Eo 


30° 0.387 0.161 0.226 


| 


IV. ConcENTRATION oF THE KOH souuTion. 


3” KOH is used as the reagent for the estimation of androgene 
zy Zimmermann, while a 2.5m solution is used by Callow, 
Callow and Emmens. In the case of bile acid, such a high 
alkalinity gives too rapid changes in the colour reaction, resulting 
in a prompt fading of the pink colour to a brownish one and is 
not satisfactory for photometric use. Even when 1n KOH is used, 
the colour fades too rapidly as is shown in figure 4. Using 0.57 
solution, the author finally acquired a relatively stable colour, i.e. 
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the extinction value reaches the maximum after 30 minutes and 
remains at almost the same colour-strength for at least 30 minutes. 


Fig. 4. 


The process of fading 
when 1n KOH is used. 


The process of fading 
when 0.5n KOH is used. 


0 5 10 15 20 25 30 35 40, 45 50 55 60Min 


Hence it is noted, that the extinction values of C3-ketone- 
steroids, which were demonstrated by Zimmermann or Callow 
et al, were that of the colour which has already faded. It must 
be emphasized that C3-ketone bile acids also reveal a stable pretty 
pink colour when a lower concentration KOH solution is used. 


V. ‘THE EFFECT OF OTHER BILE ACIDS. 


As Kaziro, Shimada and Saba noted, no bile acid is posi- 
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tive to the test except C3-ketone compounds. In fact the addition 
of cholic acid, desoxycholic acid or anthropodesoxycholie acid to 
the test material does not interfere with the actual extinction value 
of dehydrocholie acid. 

Among C3-ketone bile acids, tri-keto acid (dehydrocholic acid) 
and di-keto acid (dehydrodesoxy- and dehydroanthropodesoxy- 
cholic acid were examined as examples) are almost the same in 
colour strength, but that of C3-monoketone acid is about one tenth 
of the former. 


VI. OTHER SUBSTANCES WHICH ARE POSITIVE 
TO THE TEST. 


Acetone and creatinine are positive to the m-dinitrobenzene 
test, but the colour reaction of these compounds is very feeble and 
fades soon even when 0.5n KOH is used as the reagent. 

l-Ascorbie acid and monosaccharides are also positive to the 
test, but their colour reaction is more bluish than that of the 
ordinary ketone bodies. The extinction curve of l-ascorbie acid 
is given in figure 5. 


Hie. 5. 
Img l-ascorbie acid, 10 mm cuvette, 20°C. 
E 
| 
0.2 
0.1 
8.43 47 50 53 57 61 12 15 


Polysaccharides and aliphatic aldehydes are negative to the 
test. The reducing disaccharides, as for example lactose, shows 


positive to the test. Glutathion and phenols are negative to the 
test. 
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VII. EXprerRIMENT WITH TISSUE EXTRACT. 


The alcoholic extract of animal tissue, i.e. of liver, is negative 
to the test. But tissue extract has its own colour, which naturally 
influences the extinction value of the test material. Hence, when 
tissue extract is added to the test substance, the extinction value 
measured is the sum of the value of its own colour and the actual 
value of the test material. Therefore the actual value of test 
material can be obtained by reducing the value of the tissue extract 
from the extinction value measured. 

Added dehydrocholie acid could be refound from liver extract 
with satisfactory accuracy as is shown in an example of the ex- 
periments as follows: 

lmg dehydrocholic acid was added to 2 ml of alcoholic liver 
extract from rabbit. 


E, (extinction value measured ) = 401 
Ey (value of the colour of the tissue extract 
itself as the blank test) =1.056 
E,— Ez ealeulated =0.845 mg dehydrocholic acid =1.0 
” found =0.:345 » ” 7a ele) 


The procedure used in practical estimation will be detailed 
in a further communication. 


SUMMARY. 


A new method is deseribed for the determination of dehydro- 
cholic acid as pure material and with tissue extract. The method 
is sufficiently accurate to be applicable to the determination of 
acid ranging from 0.25 to 1.5 mg. 
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UBER DIE MIKROBESTIMMUNG DER BLUT- 
PHOSPHATASE. 


Von 


s HIROSHI FUJITA. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. Dr. S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 4, Februar 1939) 


Die Bestimmung der Blutphosphatase ist bisher von vielen 
Forschern versucht worden. Alle Methoden beruhen darauf, die 
durch fermentative Hydrolyse des Glycerophosphats oder Pheny]l- 
phosphats entstandene anorganische Phosphorsaure kolorimetrisch 
zu messen. Prinzipiell muss man dabei freilich unter derselben 
Bedingung einen Kontrollversuch anstellen, um den prozentualen 
Betrag der Substratspaltung zu berechnen. Er kann aber wohl 
umgangen werden, indem man einfach anorganisches Phosphat 
des betreffenden Blutes oder Serums misst und damit die nach 
bestimmter Zeit gefundene Phosphatsmenge korrigiert. Jedoch 
soll dabei vorausgesetzt werden, dass das zugesetzte Substrat und 
die im Serum oder Blut a priori vorhandene organische Phosphor- 
verbindung fermentativ mit derselben Geschwindigkeit spal]tbar 
sind oder dass das erstere leichter spaltbar. und in groésserer Menge 
als die letztere vorhanden ist. So hat Bodansky (1933) seine 
Bestimmungsmethode der Serumphosphatase ausgearbeitet. Fur 
diese Methode benétigt man wenigstens 1ecm Serum. Bei der 
klinischen Blutuntersuchung wird aber oft ein Arbeitsverfahren 
mit noch weniger Blutmenge erwiinscht sein. 

1937 hat Ohmori eine neue Methode zur Phosphataseunter- 
suchung beschrieben. Die Methode beruht darauf, dass man das 
durch die Hydrolyse des p-Nitrophenolphosphats abgespaltene 
y-Nitrophenol kolorimetrisch misst. Die Gelbverfirbung des 
alkalisierten p-Nitrophenols ist auch in sehr verdiinnter Losung 
deutlich bemerkbar und dem Gehalt des freien p-Nitrophenols 
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proportional. Man kann daher mit einer sehr verdiinnten Sub- 
stratlésung arbeiten, und eine sehr geringe Menge Phosphatase 
ist schon ausreichend, um in kurzer Zeit eine genau messbare 
Hydrolyse zu erzielen. 

Diese Eigenschaften der p-Nitrophenolverbindungen wurden 
zuerst von Morimoto (1937) zu Fermentstudien ausgenutzt, 
indem er p-Nitrophenolsulfat als Substrat der Sulfatase brauchte. 
p-Nitrophenolhexoside sind besonders geeignet zur Carbohydrasen- 
forschung. Uber die damit durchgefiihiten Untersuchungen bez. 
Glukosidase und Galaktosidase wird bei nachster Gelegenheit 
auch aus dem hiesigen Institut berichtet werden. Ausserdem ist 
das p-Nitrophenolphosphat viel leichter spaltbar als das Glycero- 
phosphat und seine Spaltung wird, wie von Ohmori angegeben, 
durch die Anwesenheit des Glycerophosphats nicht gehemmt, 
falls seine Konzentration das Zweifache der p-Nitrophenolkon- 
zentration nicht tiberschreitet. 

Ich habe unter Leitung von Prof. Akamatsu ein Mikro- 
methode der Phosphatasebestimmung ausgearbeitet, die mit 0.1 
ecm Blut ausfiihrbar ist und den Monoesterasegehalt von Ery- 
throzyten und Plasma gesondert messen lasst. Die Erythrozyten- 
monoesterase wird bei PH 6.0 nach der Angebe von Ohmori 
unter Aktivierung mittels Citrats bestimmt und die Plasma- 
monoesterase bei Pu 9.0 unter Magnesiumaktivierung. Die letz- 
tere wird durch Citrat nicht im geringsten beeinflusst. 


A. Reagenzien. 

1. Natrium p-Nitrophenolphosphat (NO2CgH40 PO;Naz - 
2H.O; M.G. 299) wird nach Ohmori hergestellt. Die Krystalle 
sind in einer tief blau gefarbten Flasche aufzubewahren. M/400 
Losung ftir Plasmauntersuchung und M/1000 Lésung fiir Ery- 
throzytenuntersuchung werden bereitet, mit Toluol iiberschichtet 
und im Hisschrank aufpewahrt. 

2. Neutrale Citratlisung zur Blutverdiinnung. Der Ge- 
brauch der 10% Handelscitratlésung fiir die Bluttransfusion ist 
bequem. Sie wird mit physiologischer Kochsalzlosung 10 fach 
verdiinnt. Falls die kiufliche Citratlésung nicht neutral reagiert, 
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muss sie vor der Verdiinnung durch Alkalizusatz neutralisiert 
werden. 

3. Verdiinnte Citratpufferlisung fiir der Erythrozytenver- 
such. 0.1M Citratgemisch (Séresen) von Pu 6.0 wird mit 
gleichem Volumen destillierten Wassers verdiinnt. 

4. 0.1M Glykokoll-Natronpuffer von Pr 9.0 fiir den Plasma- 
versuch. Sie wird bei Gebrauch mit gleichem Volumen M/20 
Magnesiumchlorid gemischt. 

5. 10% Trichloressigséure. 
6. Gesittigte Natriumearbonatlisung. 


B. Methodik. 

Man saugt O0.leem Blut in eine Kapillarpipette ein und 
lasst es in 5.0cem neutraler Citratlosung hineinfliessen. Es soll 
keine Hamolyse auftreten. Man trennt dann durch Zentrifugie- 
ren die Erythrozyten und das verdiinnte Plasma. 


a) Monoesterase der Erythrozyten. 

Man wascht die abgeschleuderten Erythrothyten einmal mit 
10 ccm physiologischer Kochsalzlisung und suspendiert sie in 20 
ecm verdiinnter Citratpufferlésung (Pu 6.0). Bei Méuse- oder 
Rattenblut nimmt man vorteiJhaft 40 ccm Pufferlosung, weil die 
Erythrozytenmonoesterase dieser Tiere hoch aktiv ist. Auf diese 
Weise kann man 200 resp. 400 fach verdiinnte Suspension von 
Erythrozyten herstellen. Man erwarmt eine Zeit lang 5.0 ccm 
dieser Suspension auf 37°, darauf fiigt man 5.0cem MW/1000 p- 
Nitrophenolphosphat hinzu, das vorher ebenfalls auf 37° erwirmt 
wurde. Die Endkonzentration des Substrats ist also M/2000. 
Das Gemisch wird fiir eine Stunde in ein Wasserbad von 37° 
gestellt. Dann folgt Enteiweissung mit gleichem Volumen 10% 
iger Trichloressigsdure. 5.0cem Filtrat werden mit 4.0 ccm ge- 
sattigter Natriumearbonatlésung versetzt und mit Wasser auf 
10.0 cem gefiillt. Kolorimetrie des freien p-Nitrophenols gegen 
eine alkalische p-Nitrophenollésung von bekannter Konzentration 
beendet die Untersuchung. 


b) Monoesterase des Plasmas. 
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1.0cecem Glykokollpuffer-Magnesiumchlorid-Gemisch erwarmt 
man vorher auf 37° und fiigt 3.0 cem oben erwahnten verdiinnten 
Plasmas hinzu. Die Endkonzentration des Substrats betragt 
M/2000 wie bei der Bestimmung der Erythrozytenmonesterase. 
Die Hydrolyse wird bei 37° fortgesetzt. Da die Losung schon 
alkalisch reagiert, farbt sie sich, falls eine Hydrolyse statt- 
findet, allm&hlich gelblich. Nach zwei Stunden prift man den 
Verfarbungsgrad. Nach paarmaliger Ubung kann man gleich 
beurteilen, ob die Hydrolyse noch weitere 2 Stunden fortgesetzt 
werden soll. Zusatz eines Tropfens gesattigter Natriumcarbonat- 
lésung unterbricht jede weitere Fermentwirkung und vertieft 
gleichzeitig den Farbgrad ein wenig. Es kann gleich kolori- 
metriert werden. 


c) Kolorimetrie und Berechnung. 


Die Vergleichslésung besteht aus 5.0eem p-Nitrophenol be- 
kannter Konzentration und 5.0 cem gesattigter Natriumearbonat- 
losung. Beim Farbenvergleich wird auf das Okular des Kolori- 
meters eine diinne Glaskuvette gelegt, die nach Tanaka (1938) 
mit Berlinerblau gefitillt ist. Die Berechnung der %-Zahl der 
Hydrolyse ist sehr einfach und bedarf deshalb keiner Erklarung. 
Bei der obenerwahnten Versuchsbedingung ist die Endkonzentra- 
tion des Substrats jedes Mal M/2000. AJs Monoesteraseeinheit 
gilt eine solehe Menge Phosphatase, die bei 37° in einer Stunde 
40% ige Hydrolyse des p-Nitrophenolphosphats von M/2000 End- 
konzentration bewirkt. Mit Erythrozytenmonoesterase soll, wie 
oben angegeben, die Hydrolyse unter Citrataktivierung bei Ph 
6.0 ausgefiihrt werden und mit Plasmamonoesterase unter Mag- 
nesiumaktivierung bei Pu 9.0. Um aus dem gefundenen hydro- 
lytischen Prozentsatz den Phosphatasegehalt der zum Versuch 
gebrauchten Menge der Erythrozytensuspension sowie des ver- 
diinnten Plasmas in Monoesteraseeinheiten auszurechnen, bedient 
man sich einer theoretischen monomolekularen Kurve, die nach 
Angabe von Ohmori auf dem Millimeterpapier als Ordinate das 
Hydrolyseprozent und als Abszisse die Zeit in Stunden graphisch 
so zeichnet, dass die Hydrolyse in einer Stunde 40% betriigt. 
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Falls die Versuchsdauer, wie bei den Erythrozyten, eine 
Stunde betragt, wird aus jener Kurve die dem beobachteten 
Hydrolyseprozent entsprechende Zeit in Stunden abgelesen. Die 
Zahl gibt den Monoesterasegehalt in Hinheiten an. 5.0 ccm Ery- 
throzytensuspension entsprechen gemiass der Verdiinnung 0.025 
oder 0.0125cecem Blut. Der abgelesene Monoesterasegehalt x 40 
resp. X 80 ist daher der Erythrozytenmonoesterasewert des be- 
treffenden Blutes, d.h. Monoesteraseeinheiten in 1 cem Blut. 

Die Wirkung der Plasmamonoesterase ist im allgemeinen 
weit schwicher als die des Erythrozytenferments. Daher wird— 
wie oben beschrieben—die Versuchsdauer von 1 auf 2—4 Stunden 
verlangert. Die Zunahme des freien p-Nitrophenols ist aber bei 
so schwacher Monoesterasewirkung der Versuchsdauer propor- 
tional, was ich auch beweisen konnte. Man kann dadurch, dass 
man den nach 2 oder 4 Stunden gemessenen hydrolytischen Pro- 
zentsatz durch 2 oder 4 dividiert, den einstiindigen Prozentsatz 
und dann den Phosphatasegehalt des gebrauchten verdiinnten 
Plasmas in Monoesteraseeinheiten ausrechnen. 3.0 cem verdiinn- 
ten Plasmas entsprechen 3/50 cem Blut. Der gefundene Plasma- 
monoesterasegehalt x 50/3 ist daher der Plasmamonoesterasewert. 
Das der verdiinnten Citratlésung zugesetzte Blut muss moéglichst 
schnell behandelt werden, andernfalls schwanken die Monoeste- 
rasewerte sowohl der Erythrozyten als auch des Plasmas. 

Beim Kaninchenblut wird zum Beispiel, falls das 50 fach 
verdiinnte Plasma und die 200 fach verdiinnte Erythrozytensus- 
pension im WHisschrank 24 oder 48 Stunden lang aufbewahrt 
worden sind, der Plasmamonoesterasewert hoher; er betragt 2.54 
nach 24 Stunden und 3.67 nach 48 Stunden, wiahrend er sich 
gleich nach der Blutentnahme auf 1.24 beléuft. Der Erythro- 
zytenmonoesterasewert wird andererseits niedriger; er betragt 
39.2 nach 24 Stunden, 30.3 nach 48 Stunden und gleich nach 
der Blutentnahme 54.0. Beim Menschenblut wird der Plasma- 
monoesterasewert mit zunehmender Zeit ebenfalls allmahlich 
hoher, der Erythrozytenmonoesterasewert dagegen immer niedriger. 
Aktivitétzunahme der aufbewahrten Sera hat auch Bodansky 
(1932) beobachtet. 
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Figs 1: 


Zeitliche Verinderungen des Plasma- und 
Erythrozytenmonoesterasewerts. 


Monoesterasewert der Erythrozyten 
Monoesterasewert des Plasmas 


0 —— > Stunde 24 48 


Monoesterasewert als Ordinate, Aufbewahrungsdauer 
als Abszisse. 
———-— Erythrozyten 
SS == TP cin 

Vorliegende Methodik hat den Vorzug, dass sie mit 0.1 ccm 
Blut eine genaue Phosphatasebestimmung in einfacher Weise und 
kurzer Zeit ausfiihren und den Gehalt sowohl der Plasma- als der 
Erythrozytenesterase in diesem Volumen Blut getrennt bestimmen 
lasst. Phosphatase des Plasmas oder Serums wurde bisher schon 
oft quantitativ ermittelt. Meine Monoestraseeinheit kann nicht 
ohne weiteres mit den Masseinheiten anderer Forscher verglichen 
werden, weil die Substrate sowie die Versuchsbedingungen ver- 
schieden sind. Ausserdem ergeben die meisten Bestimmung's- 
methoden, die bisher mitgeteilt worden sind, den Monoesterase- 
gehalt in einem bestimmten Volumen des Plasmas odcr Serums, 
wahrend die vorliegende Methode den Plasmamonoesterasegehalt 
in einem bestimmten Blutvolumen angibt. Beide Angabeformen 
konnen ftir die klinische Untersuchung und das Tierexperiment 
gebraucht werden. Daher méchte ich nicht aus der Hamatokrit- 
zahl den Plasmamonoesterasewert in Monoesteraseeinheiten in 1 
ecm Plasma umrechnen. 

Die Blutmonoesterasewerte verschiedener Tiere wurden nach 


Uber die Mikrobestimmung der Blutphosphatase. 15 


meiner Methode ermittelt. Da der Monoesterasegehalt des Blutes 
nach dem Alter und anch bei Schwangeren verschieden sein soll, 
wurden ausgewachsene mannliche Tiere verwandt. Wie in Proto- 
kollen angegeben ist, wurde die Bestimmung bei je ciner Tierart 
an 5 Tieren durchgefiihrt. Die interindividuelle Schwankung 
ist nicht betrichtlich. Die durchschnittlichen Monoesterasewerte 
sind in Tabelle I zusammengestellt. 


TABELLE I. 


Durchschnittlicher Monoesterasewert des verscheidenen Tierblutes. 


Plasma Erythrozyten 
Meerschweinchen 0.76 23.07 
Kaninchen 1.08 40.90 
Mause 1.55 60.18 
Ratten 2.13 79.47 
Ziegen 3.24 8.06 


Der Brythrozytenmonoesterasewert des Ziegenblutes ist auf- 
fallend niedrig, wahrend der von Ratten- und Mauseblut sehr 
hoch ist. Der Plasmamonoesterasewert des Ziegenblutes ergibt 
aber 3.24 und der des Rattenblutes 2.13. Wie unten angegeben, 
betragt der von Mannerblut (30. Lebensjahr) durehschnittlich 
0.72. Crimm und Strayer (1936) haben nach der Bodansky- 
schen Methode das Rattenserum untersucht und einen fast 20 
fach grosseren Phosphatasegehalt als im Menschenserum gefunden. 
Nach Bodansky (1933) enthalten 100cem Serum normaler 
Manner 1.5-4.0 Phosphatase seiner Hinheiten und nach Unter- 
suchungen amerikanischer Autoren das gleiche Volumen Ratten- 
sernm 49.11 Bodansky-Hinheiten. Wie diese hohen Zahl] be- 
kommen wurden, steht dahin. Kay (1930) hat beziglich des 
Phosphatasegehalts des Plasmas folgende Angabe gemacht: das 
Menschenplasma soll 0.15 und das Rattenplasma 0.40 K ay-Hin- 
heiten enthalten. 

Die Verinderung der Monoestersewerte nach dem Lebensalter 
wurde bei gesunden Menschen untersucht. Bei Madchen und 
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Frauen wurde die Menstruationszeit vermieden. Die durchschn- 
ittlichen Werte sind in Tabelle II zusammengestellt. 


TABELLE II. 


Durehsehnittlicher Monoesterasewert des Mens¢chenblutes. * 


Lebensjahre Geschlecht Plasma Erythrozyten 
11-13 Kvnaben 3.65 19.22 
1EEAIS} Madchen 3.52 | 20.44 
16-17 Madchen 1.91 33.90 
16-19 Jiinglinge 0.84 18.55 
18-23 Madchen 0.85 30.14 
27-34 Manner 0.72 18.33 
41-50 Frauen 0.88 32.65 
71-83 Manner 1.30 20.88 
72-82 Frauen 1.38 24.00 


Der Plasmamonoesterasewert betragt bei Schulkindern 3.5-— 
3.6, Er verringert sich mit 16-17 Lebensjahren, um spater fast 
konstant zu bleiben. Von dem Geschlecht ist er fast unabhangig. 
Nur bei Madchen scheint die Abnahme der Plasmamonoesterase 
spater als bei Jiinglingen einzutreten. Im Greisenalter ist bei 
beiden Geschlechtern ein leichter Anstieg vorhanden. Der Ery- 
throzytenmonoesterasewert ist bei dem mannlichen Geschlecht das 
ganze Leben hindurch unverdndert. Beim weiblichen wird zwi- 
schen 16-45 Lebensjahren ein hoéherer Wert gemessen. In der 
Kinderzeit und im Greisenalter ist der Plasmawert aber fast 
gleich dem miinnlichen. 

Kay (1930) hat mitgeteilt, dass der Phosphatasewert im 
Plasma der jungen Tiere hoher als in dem der erwachsenen ist. 
Damit tibereinstimmende Angaben wurden auch von Smith und 
Maizels (1932), Stearns und Warweg,(1933) und anderen 
gemacht. Die mit der p-Nitrophenolmethode durchgefiihrte Be- 
stimmung ergab im grossen und ganzen den fritheren Angaben 
gleiche Werte. 

Ich habe dann bei Kaninchen mit meiner Methode unter- 
sucht, wie der Blutphosphatasespiegel durch Adrenalin, Insulin, 
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Ascorbinsdure, Thyroxin und Vitamin D beeinflusst wird. Eine 
Stunde nach intravenéser Injektion von 0.3 eem Adrenalinchlorid 
(1: 1000) pro kg war aber der Monoesterasewert sowohl der Ery- 
throzyten ale des Plasmas unverindert. Intravandse Injektion 
von 1.5 oder 3.0 Einheiten Insulin pro kg rief auch nach 1 
Stunde keine Verinderung des Erythrozyten- und Plasmamono- 
esterasewerts hervor. Hine Stunde nach intravendéser Injektion 
von 0.3mg Thyroxin (Roche) pro kg war der Monoesterasewert 
der Erythrozyten und des Plasmas unverindert. Subcutane In- 
jektion von 0.83mg Thyroxin pro kg taglich wurde 7 Tage fort- 
gesetzt, aber wahrenddessen und auch nach einer Woche war 
keine Verdinderung des Erythrozyten- und Plasmamonoesterase- 
werts festzustellen. Auch intravendse Injektion von 30 mg l-As- 
corbinséure pro kg hatte 1 Stunde nach der Injektion den Mono- 
esterasewert des Blutes nicht verandert. 

Als Vitamin D wurde Vigantol (Bayer) gebraucht. Ungefahr 
3000 internationale Einheiten pro kg wurden taglich 7 Tage per 
os verabreicht. Direkt vor dem Versuch, am 4ten, 7ten Tage 
und 14ten Tage, also 1 Woche nach der letzten Vitaminverabrei- 
chung, wurde das Blut beziiglich Phosphatasegehalt untersucht. 
Die Kaninchen zeigten vom 4ten Tage an Neigung zur Diarrhoe, 
eine Koérpergewichtabnahme wurde aber nicht beobachtet. Der 
Erythrozytenmonoesterasewert fiel ziemlich stark am 4ten Tag ab, 
kehrte aber schon am 7ten Tage zum Vorversuchswert zurtick. 
Der Plasmamonoesterasewert war am 4ten Tage fast unverdndert,. 
verminderte sich aber tiber 50% am 7ten Tage. 


ERGEBNISSE. 


Bei einigen Erythrozytenversuchen wurden 5.0 cem 400 fach 
verdiinnter Suspension gebraucht, die durch Aufschwemmen der 
abgeschleuderten Erythrozyten aus 0.1eem Blut in 40 cem ver- 
diinnten Citratpuffers hergestellt wurde. In den nachstehenden 
Protokollen sind diese Versuche mit * gekennzeichnet. Die Hy- 
drolysedauer betraigt dabei 1 Stunde. Wie durch Ohm ori unter- 
sucht, ist der Monoesterasewert von der Verdiinnung des Blutes 
unabhingig. Die Plasmaversuche dauerten 4 oder 2 Stunden.. 
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Die gefundene p-Nitrophenolmenge und das Hydrolyse-% wurden 


fiir 1 Stunde umgerechnet. 


Protokollen angegeben. 


Die berechneten Zahlen sind in den 


A. Tuwrerversuche. 
TABELLE III. 
1. Phosphomonoesterasewert des Meerschweichens (4 ). 
Fiir die Versueche wurden Tiere von ungefahr 750 g Korpergewicht 
verwendet. Die Blutentnahme erfolgte durch Herzpunktion. 
Plasma Erythrozyten 
Tiere- 
Nr. p-Nitro- oh Mono- p-Nitro- o Mono- 
phenol mg e esterasewert | phenol mg esterasewert 
a 0.0081 2.32 0.74 0.0420 24.2 21.76 
2 0.0087 2.50 0.79 0.0410 23:62 21.08 
3 0.0071 2.04 0.64 0.0448 25.8 23.40 
4 0.0108 Byalal 0.99 0.0463 26.6 24.30 
5 0.0071 2.04 0.64 0.0470 27.0 24.80 
TABELLE IV. 
2. Ziegen (3). 
Plasma Erythrozyten 
Tiere 
Nr. p-Nitro- of Mono- p-Nitro- o Mono- 
phenol mg 4 esterasewert| phenol mg o esterasewert 
aL 0.0414 11.91 4.18 0.0171 9.8 8.20 
2 0.0437 12.57 4.34 0.0181 10.4 8.72 
3 0.0304 8.75 2.92 0.0161 9.3 7.60 
4 0.0239 6.90 2.34 0.0161 9.3 7.60 
5 0.0250 7.20 2.42 0.0171 9.8 8.20 
TABELLE V. 
3. Kaninehen (6) von 2.6-2.7kg K6rpergewicht. 
Plasma Erythrozyten 
Tiere- 
aN fai p-Nitro- % Mono- p-Nitro- of Mono- 
phenol mg esterasewert| phenol mg e esterasewert 
il 0.0114 3.28 1.05 0.0654 37.6 37.04 
2 0.0100 2.88 0.92 0.0697 40.0 40.00 
3 0.0116 3.34. 1.07 0.0804 46.2 48.40 
4 0.0126 3.63 TAT) 0.0654 37.6 37.04 
5 0.0136 3.91 1.24 0.0720 ° 41.4 42.00 


Uber die Mikrobestimmung der Blutphosphatase. 


TABELLE VI. 


4. Ratten (6) von ungefihr 200g Kérpergewicht. 
Die Blutentnahme erfolgte durch Punktion des blossgelegten Herzens. 
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Plasma Hrythrozyten 
Tiere 
Nr. p-Nitro- of Mono- p-Nitro- ss Mono- 
phenol mg % esterasewert| phenol mg To esterasewert 
al 0.0176 5.07 1.60 0.0588 80.5 €4.80 
2 0.0180 5.17 1.65 * 0.0566 * 32.6 61.92 
3 0.0290 8.35 2.87 * 0.0763 * 43.8 90.40 
f 0.0210 6.05 2.00 * 0.0782 745.0 93.04 
5 0.0260 7.47 2.51 * 0.0743 * 49.7 87.20 


5. Mause (3) von ungefaihr 12 ¢ Kérpergewicht. 


TABELLE VIT. 


Die Blutentnahme erfolgte durch Punktion des blossgelegten Herzens. 


Plasma Erythrozyten 
Tiere- - 
Nr. p-Nitro- of Mono- p-Nitro- of Mono- 
phenol mg 2 esterasewert| phenol mg q esterasewert 

il} 0.0174 5.01 1.59 0.0956 55.0 62.00 

2 0.0138 3.98 T.25 0.0945 54.5 61.60 

3 0.0200 5.75 1.84 0.0790 45.5 47.60 

4 0.0125 3.60 spat 0.0870 50.0 54.00 

5 0.0187 5.37 1.74 0.0970 55.7 63.48 

6 0.0190 5.46 1.76 0.1050 60.4 72.40 

B. Menschen. 
TABELLE VIII. 
1. Monoesterasewert des Blutes von 11-13 jahrigen Knaben. 
Plasma Erythrozyten 
Lebens- 
Name aoe apie Mono- oe Mono- 
ABS lee oe %o esterase- aa Sa %o esterase- 

phenol mg HOT: phenol mg ork 

N.K. 11 0.0360 10.35 3.0L * 0.0264 | * 15.2 25.60 
YAKG). 11 0.0279 8.03 2.67 E0023 alee loss 22.40 
E.S. 12 0.0287 8.26 2.81 i (DOPXUES |e Nee 19.60 
N.H. 13 0.0380: 10.93 3,96 * 0.0196 | * 11.3 18.80 
S.A. 11 0.0327 9.41 Sialyy ST OLOLTS me tecli2.o 20.96 
N.T. 13 0.0312 9.00 3.01 * 0.0194 | *; 11.2 18.16 
BY AS 12 0.0502 14.44 5.09 7 OL017 Orn acopenolS 16.40 
M.S. ot 0.0442 12.72 4.43 OIRO || IOS} 17,29 
S.K. tial 0.0357 10.30 Bil 9) 82 OMOKen |) ano) 18.16 
M.K. 11 0.0482 12.43 4.31 es TOKO |) 7) Oil 14.88 
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TABELLE IX. 
2. Madchen von 11-13 Jahren. 
Plasma Erythrozyten 
Lebens- a 
£ ; ; Mono- : Mono- 
Name | jahre | p-Nitro- % éeternae. | 2 ee % esterase- 
phenol mg wert | Phenolmg at 
C.K. 12 0.0204 5.87 1.95 F00245)-* 14 23.84 
N.H. 11 0.0627 18.04 6.46 *0:0185:0)| 4) 106 17.60 
R.O. 13 0.0456 13.12 4.51 * 0.0190 | * 10.9 18.00 
Ken alk 0.0204 5.87 1.95 * 0020458 nite 7, 19.60 
isha slik 0.0392 11.28 3.97 * 0,009 Th *etde0 18.16 
WKO): 12 0.0254 (pail 2.46 * 0.0199. | * 11.4 19.20 
M.K. 11 0.0232 6.70 2.22 = 00235. nit adoro 22.40 
1,0) 11 0.0352 10.13 3.44 * 0.0215 | * 12.4 20.80 
KEY. 12 0.0442 12.72 4.43 * 0.0248") * 14:3 24.40 
TABELLE X. 
3. Madchen (Pflegerinen) von 16-17 Jahren. 
Plasma Erythrozyten 
Lebens- |- 
ES jahre | p-Nitro- oi pee p-Nitro- of ior 
phenol mg g wert | Phenol mg e gee 
HY. 16 0.0117 SOS 1.07 * T0037 4a et sou 37.36 
Nav. 16 0.0263 Wea 2.56 * 0.0391 22.4 40.00 
TNS 16 0.0283 8.15 PY * 0.0305 | * 17.6 30.40 
M.O. 17 0.0216 6.20 2.05 FS OLOS02ia ecw veo 29.72 
M.T. 17 0.0125 3.60 1.12 *50.038259 |-* 187 32.00 
TABELLE XI, 
4, Madchen (Pflegerinen) von 18-23 Jahren. 
Plasma Erythrozyten 
: Lebens- 
Name |"Gube | patito. |g, | MOR. | punitro-| gg | MORO: 
ere ie a) R - 
phenol mg wisek phenol mg aa 
8.8. 18 0.0095 2.73 0.85 0.0574 33.0 31.40 
8.8. 20 0.0098 2.82 0.89 * 0:088%) |, % 22:2 39.20 
Wess 20 0.0090 2.58 0.80 0.0407 23.4 21.08 
M.I. 23 0.0096 2.76 0.87 0.0435 25.0 22.60 
K.I. 22 0.0093 2.67 0.84 * 0.0350 | * 20.3 36.40 
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TABELLE XII. 
5. Jiimglinge (Ladenburschen) von 16-19 Jahren. 
Plasma Erythrozyten 
Lebens- 
Name : ; Mono- ; M = 
amMe jahre | p-Nitro- Yo Bs uae p-Nitro- of eae 
phenol mg aac phenol mg e Lee 
A. 16 - 0.0111 3.19 1.00 * 0.0199 ans) 19.20 
Well yy 0.0103 2.96 0.95 * 0.0195 ae 18.80 
RN 18 0.0091 2.62 0.82 * 0.0193 alairal 18.24 
YAO 18 0.0087 2.50 0.78 * 0.0188 10.8 17.84 
O.H. 19 0.0082 2.36 0.75 * (0.0196 alla’ 18.96 
SEXO): 19 0.0077 2.21. 0.70 * 0.0192 11.1 18.24 
TABELLE XIII. 
6. Erwachsene Manner (Arzte) von 27-34 Jahren. 
Plasma Erythrozyten 
Lebens- = m 
Name ; : Mono- : Mono- 
. Jahre | p-Nitro- %o Rican: BN itro- Yo esterase- 
phenol mg eer phenol mg Dee 
Talal 34 0.0078 2.24. 0.71 0.0355 20.1 17.60 
S.E. 27 0.0081 2.33 6.74 0.0311 17.9 15.40 
lela 30 0.0072 2.07 0.65 0.0340 19.6 16.96 
DE bse 33 0.0083 2.38 0.77 0.0423 24.3 22.00 
R.S. 28 0.0086 2.47 0.79 0.0397 22.8 20.40 
M.T. 31 0.0075 2.16 0.67 0.0386 2202, 19.60 
TABELLE XIV. 
7. Frauen von 41-50 Jahren. 
Plasma Erythrozyten 
Lebens- 
Name : : Mono- a Mono- 
Jahre | p-Nitro- Yo ee eS Jo esterase- 
phenol mg wert  |Phenol mg wert 
H.O. 44 0.0096 2.76 0.87 010285 13.5 22.40 
K.A. 45 0.0077 2.211 0.70 * 0.0290 16.7 28.40 
Jalal ts 43 0.0085 2.44 0.77 * 0.0353 20.3 35.76 
ALN. 41 0.0075 2.16 0.67 * 0.0348 20.0 34.80 
IA, 47 0.0120 3.45 1.09 * 0.0410 23.5 42.24 
Y.A, 50 0.0131 Byte 1.15 * 0.0325 18.7 32.32 
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TABELLE XV. 
8. Alte Manner von 71-83 Jahren. 


Plasma Erythrozyten 
Lebens 

Name : : Mono- Bets Mono- 
Jahre | p-Nitro- % estérase> | 2: Ntt0 %o esterase- 

phenol mg mead phenol mg werk 

M.O. 73 0.0132 3.80 1.24 Es (OKO) |e Wey 21.20 

K.S. fall 0.0162 4.66 1.47 * 0.0224 | * 12:9 21.60 

Shoe 78 0.0158 4.55 1.45 -TOO223) > 12-9 21.60 

M.M. “(al 0.0146 4.20 1.29 AT OOZTS S| *< 125 20.80 

JO. 83 0.0114 3.28 1.05 *5 010202 4|.*511,6 19.20 

TABELLE XVI. 
9. Alte Frauen von 72-82 Jahren. 
Plasma Erythrozyten 
Lebens- 

Namen a ; Mono- Ago Mono- 
eee DN aes % esterase- geek oe % esterase- 

Peon ue wert BP 8 wert 

IDeA 15 0.0148 4.25 1.29 * 0.0254 | * 14.6 24.80 

M.K. 72 0.0174 5.01 1.59 ESOL Ta | eali2e 20.80 

REI ECA 82 0.0140 4.03 1.25 O02 710 ealiazs 26.40 


C. Der Einfluss von Adrenalin, Insulin, Ascorbinsiure, Thyroxin 
und Vitamin D auf den Kaninchenmonoesterasewert. 


TABELLE XVII. 
1. Der Einfluss von Adrenalinchlorid auf den Monoesterasewert. 
Intravendse Injektion von 0,3 cem Adrenalinchlorid (1: 1000) 
pro kg Korpergewicht. 


Nr. 1 Nr. 2 
Fete nach f nach 
Vorversuch L Stunde Vorversuch TSticnde 
p-Nitrophenol 0.0102 0.0092 0.0082 0.0070 
Plasma %p 2.93 2.65 2.36 2.02 
qeneints E5 0.94 0.84 0.75 0.64 
p-Nitrophenol 0.0760 0.0800 0.0707 0.0710 
Erythro- 7 
pe # % 43.7 46.0 40.7 40.9 
: Sake gr ase 44.88 48.00 40,92 41.04 
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Nr. 3 Nr. 4 
ae nach ay : | nach 
Vorversnch 1 Stuade Vorversuch 1 'Sanins 
p-Nitrophenol 0.0085 0.0095 0.0090 0.0127 
Plasma % 2.45 iA fea) 2.59 3.65 
Monoesterase- = 
Mats 0.79 0.85 0.80 1.14 ; 
p-Nitrophenol 0.0610 0.0620 0.0680 0.0690 
pie f %o 35.1 35.7 39.1 39.7 
Monoesverase- 33.76 34.52 38.80 39.60 
were Fi : I e 
TABELLE XVIII. 
2. Der Einfluss von Insulin auf den Monoesterasewert. 
(a) Intravenése Injektion von 1.5 Einheiten 
Insulin pro kg K6rpergewicht. 
Nora 1 Nr 2 
Ret « nach Bae ee a nach 
Vorversuch 1 Stunde Vorversuch L Stunde 
p-Nitrophenol 0.0078 0.0080 0.0050 0.0057 
Plasma % 2.24 2.29 1.52 1.64 
OSE Nah 0.75 0.49 0.52 
wert 
p-Nitrophenol 0.0570 0.0560 0.0405 0.0396 
BH eat & 32.8 32.2 23.3 22.8 
zyten Monoesterase- 
wert 31.20 30.60 20.80 20.40 
Nr. 3 Nr. 4 
Vorversuch 1 ann de Vorversuch 1 ane ae 
p-Nitrophenol 0.0080 0.0080 0.0081 0.0080 
Plasma % 2.29 2.29 2.30 2.29 
EO Ma MI fs 0.75 0.76 0.75 
wert 
p-Nitrophenol 0.0549 0.0549 0.0564 0.0567 
hey % 31.4 31.4 32.5 32.6 
is Bee eh 28.00 29.60 30.80 30.92 
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TABELLE XIX. 
(b) Intravendse Injektion von 3.0 Einheiten 
Insulin pro kg Korpergewicht. 
Nr. 1 Nr. 2 
TouW nach Vorversuch eee 
Vorversuch | 4 Gtunde 1 Stunde 
p-Nitrophenol 0.0045 0.0066 0.0056 0.0063 
Plasma % 1.30 1.89 EG 1.81 
Monoesterase- 0.42 0.62 0.50 0.59 
wert 
p-Nitrophenol 0.0610 0.0620 0.0600 0.0600 
ee % 35.1 35.7 34.5 34.5 
“ye | Monoesterase- 33.70 34.52 33.20 33.20 
wert 
Nie, 8 Nr. 4 
nach nach 
Vorversuch 1 Stunde Vorversnch 1 Stunde 
p-Nitrophenol 0.0091 0.0091 0.0093 0.0094 
Plasma Yo 2.63 2.63 2.69 eral 
epapgacaes hm Pi. 0.82 0.85 0.87 
wert 
p-Nitrophenol 0.0522 0.0517 0.0549 0.0549 
eh ae %o 30.0 29.7 31.4 31.4 
oO ee 28.00 27.60 29,60 29.60 
wert 
TABELLE XX. 
3. Der Einfluss von /-Ascorbinsiure auf den Monoesterasewert. 
Intravenése Injektion von 30mg 1-Ascorbinsiure 
pro kg K6rpergewicht. 
Nigel ING) 
wd Laem nach . nach 
Vorversuch 1 Stand Vorversuch Tata 
p-Nitrophenol 0.0088 0.0083 0.0063 0.0054 
Plasma % 2.03 2.39 1.81 155 
Monoesterase- i 
mae 0.79 0.77 0.59 0.50 
p-Nitrophenol 0.0750 0.0760 0.0720 0.0770 
Hrythro- 
ee ae 43,2 43.7 41,4 44.3 
Suto 44,20 44.80 42.00 45.60 
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TABELLE XXI. 
4. Der Einfluss von Thyroxin auf den Monoesterasewert. 
(a) Intravenése Injektion von 0.1 mg Thyroxin 
pro kg Korpergewicht. 
Ife, 7 Nira ee 
Toe ; nach AS ae? nach 
Vorversuch euinan Vorversuch 1 Stunde 
p-Nitrophenol 0.0067 0.0047 0.0057 0.0056 
Plasma % 1.93 HEBD 1.64 1.61 
ee 0.62 0.45 0.52 0.50 
p-Nitrophenol 0.0725 0.0780 0.0625 0.0600 
eee %o 41.7 44.9 36.0 34.5 
te Monoesterase- Z 
ee 42.20 46.40 35.00 33.20 
TABELLE XXII. 
(b) Intravendse Injektion von 0.3mg Thyroxin 
pro kg Korpergewicht. 
IN 3 Nr. 4 
hi nach ae nach 
Vorversuch ai Stunde Vorversuch 1 Gtande 
p-Nitrophenol 0.0060 0.0062 0.0067 0.0078 
Plasma % WHS 1.80 1.93 2.24 
Monoesterase- & iS 9 
Sout 0.53 0.59 0.62 0.71 
p-Nitrophenol 0.0770 0.0775 0.0757 0.0714 
uoleuhs %o 44,3 44.5 43.6 411 
EDNE SE TSS 45.60 46,00 44.80 41.60 
wert 
TABELLE XXIII. 
(ec) Subkutane Injektion von 0.83mg Thyroxin pro kg 
Korpergewicht taglich 7 Tage. 
Nr. 5 
Korper- Plasma Hrythrozyten 
gewicht 
% Monoesterasewert % Monoesterasewert 
Vorversuch 1.85 2.86 0.92 28.7 26.40 
4. Tage 1.91 2.61 0.80 28.8 26.68 
[3 1.93 2.50 0.79 28.1 26.00 
14. Pile 2.77 0.90 28.1 26.00 
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TABELLE XXIV. 


5. Der Kinfluss der D-Vitaminverabreichung auf den Monoest2rasewert. 
0.7cem Vigantol wurde 7 Tage taglich verabreicht. 
leem enthalt 12000 internationale Einheiten. 


Nreved! 
Korper- Plasma Erythrozyten 
gewicht — 
Jo Monoesterasewert Jo Monoesterasewert 
Vorversuch 2.68 3.97 1.25 40.6 40.80 
4, Tage .83 4.34 ley 30.2 28.16 
(fee .78 1.44 0.45 38.5 38.20 
14, 39 2.88 1.49 0.48 46.8 49.20 
Nine 2 
K6rper- Plasma Erythrozyten 
gewicht 
Jo Monoesterasewert % Monoesterasewert 
Vorversuch 2.63 4.43 1.39 39.7 39.60 
4, Tage DATE 3.86 1-23 29.1 27.00 
Th. 2.64 1.32 0.42 39.4 39.20 
Laas 2.78 3.65 BiG: 41.4 41.84 
INN 
Korper- Plasma Erythrozyten 
gewicht 
%o Monoesterasewert % Monoesterasewert 
Vorversuch 2.45 2.25 0.73 Salal | 29.20 
4. Tage 2.39 1.98 0.63 24.3 21.84 
Ua 2 2.42 1.84 0.58 26.1 23.72 
14, » 2.47 2.28 0.73 Seco) 30.80 
INDE 4 
Korper- Plasma Erythrozyten 
gewicht 
Yo Monoesterasewert % Monoesterasewert 
Vorversuch 2.36 3.38 1.04 30.2 28.16 
4. Tage 2.26 3.63 1.14 21.9 19.40 
fe AE 2.13 1.38 0.45 eS 25.60 
8.» gestorben 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Unter Verwendung von p-Nitrophenolphosphat wurde 
eine Mikromethode der Phosphomonoesterasebestimmung ausge- 
arbeitet, die mit 0.1cem Blut das Ferment sowohl der Erythro- 
zyten als des Plasmas messen lasst. 

*2. Die Methodik bezieht sich auf die kolorimetrische Be- 
stimmung des abgespaltenen freien p-Nitrophenols, daher ist 
irgendein Kontrollversuch unnotig. 

3. Die Hydrolysedauer betraigt bei Erythrozytensuspension 
1 Stunde und bei verdiinntem Plasma 2-4 Stunden. 

4. Hine neue Monoesterase-Hinheit wird vorgeschlagen, die 
sich bei der vorliegenden Messmethode gut bewihrt hat. 

5. Hrythrozyten- und Plasmamonoesterasewerte wurden im 
Blut von Ratten, Miusen, Kaninchen, Meerschweinchen und Zie- 
gen gemessen. 

6. Die Schwankung der Blutmonoesterasewerte der Men- 
schen nach Lebensalter und Geschlecht wurde bestimmt. 

7. Der Monoesterasegehalt der Hrythrozyten und des Pla- 
smas in einem bestimmten Volumen Blut wird dureh Adrenalin, 
Insulin, Ascorbinsiure und Thyroxininjektion nicht verdandert, 
nach Verabreichung von Vitamin D aber stark herabgesetzt. 
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STUDIEN UBER CARBOHYDRASE. 


I. Die fermentative Hydrolyse der p-Nitrophenol- 
glukoside. 


Von 


KATSUSE AIZAWA. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. Dr. S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 4. Februar 1939) 


p-Nitrophenolverbindungen wurden zu Fermentstudien zuerst 
von Morimoto (1937) im hiesigen Institut verwandt. Mori- 
moto hat bei der Sulfataseforschung das enzymatisch aus dem 
p-Nitrophenolsulfat frei gewordene p-Nitropheno] kolorimetrisch 
bestimmt. Ohmori (1937) hat den Phosphorséureester des p- 
Nitrophenols zum Phosphataseversuch mit eutem Erfolg gebraucht. 
Diese Methodik wurde weiter von Fujita (1939) zur Mikrobe- 
stimmunegsmethode der Blutphosphatase ausgearbeitet, die mit 0.1 
ecm Blut ausfiihrbar ist und dabei den Phosphatasegehalt der 
Erythrozyten und des Plasmas gesondert zu ergeben imstande 
ist. 

Der Vorzug dieser p-Nitrophenolmethode wurde schon von 
Fujita ausfiihrlich erwahnt. Man misst in alkalischer Losung 
das freie p-Nitrophenol einfach auf kolorimetrischem Weg und 
berechnet daraus das hydrolytische Prozent. Bei dem Phosphata- 
seversuch wird also die Bestimmung des Ferments dureh die 
Anwesenheit des anorganischen oder organisch gebundenen Phos- 
phats in der zu untersuchenden Fermentlosung oder Organsus- 
pension nicht gestort. Da ausserdem eine sehr kleine Menge p- 
Nitrophenol auch gut bestimmbar ist, kann man mit einer stark 
verdiinnten Substratlésung die Fermentversuche ausfiihren. Dies 
ist bei den Sulfatasestudien sehr zweckmissig, weil der Gehalt 
dieses Ferments in der Leber sehr gering ist. 

Enzymatische Hexosidspaltung wurde bisher meistens polari- 
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metrisch oder reduktometrisch untersucht. Um den Hydrolysegrad 
nach der bemessenen Drehungsdifferenz quantitativ zu ermitteln, 
muss die Konzentration der Glukoside massig stark sein. Mit 
einer Fermentlésung von schwacher Aktivitat kann es aber haufig 
vorkommen, dass die Veranderung der Rotation zu gering ist, um 
den Hydrolysegrad zahlenmiassig genau anzugeben. Die zweite 
Methode, d. h. das Verfolgen der Zunahme des Reduktionsver- 
mogens, bedarf eines Kontrollversuchs mit der Organsuspension 
oder Fermentlésung allein, um damit die gefundene Reduktion 
dureh Abzug zu korrigieren. Auch bei dieser Methode muss das 
Substrat miassig konzentriert sein und ausserdem soll die auf 
Kontrolle beruhende Korrektion in moglichst kleinem Umfang 
bleiben, was aber beim Versuch mit nattrlichem noch nicht 
gereinigtem Fermenimaterial von schwacher Aktivitat haufig 
nicht moglich ist. Die p-Nitrophenolmethode verspricht also eine 
einfache Ausftihrung der Glukosidasebestimmung. Ich habe 
daher unter Leitung von Prof. Akamatsu die Glukoside des p- 
Nitrophenols dargestellt und damit Fermentversuche ausgefiihrt. 

p-Nitrophenol-6-glukosid wurde schon von Glaser und 
Wulwek (1924) synthetisiert. Ich konnte ihre Angaben _ be- 
statigen. Das so hergestellte 6-Glukosid krystallisierte in Nadeln, 
enthielt ein Molektil Krystallwasser und schmolz bei 164°. [a]#%= 
—98.7°. Nach Glaser und Wulwek ist F 164-165° und [a]%= 
Bs 

Einfache und schéne Synthesen der verschiedenen Hexoside 
verdanken wir in neuer Zeit den zahlreichen Arbeiten aus dem 
Leipziger Institut von Herrn Prof. Helferich. Er hat Penta- 
cetylglukose mit der zu verkniipfenden Oxyverbindung erhitzt, 
wobei als Katalysator fiir die a-Glukosidsynthese Zinkchlorid und 
fir die 6-Glukosidbildung p-Toluolsulfonsiure zugesetzt wurde. 
Manche Verbindungen von Hexosidnatur konnten so hergestellt 
werden. Helferich und Peters (1933) haben aber angegeben, 
dass sie p-Nitrophenol-6-glukosid gewonnen hiatten, indem Penta- 
cetylglukose unter Zusatz von Zinkehlorid zusammen mit p-Nitro- 
phenol eingeschmolzen und das daraus isolierte Tetraacetat verseift 
wurde. Nach Trocknung bei 100° bis zur Gewichtkonstante zeigte 
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das so erhaltene p-Nitrophenol-$-glukosid nach ihrer Angabe F 
150--152° und spezifische Drehung von -103°. Falls dieser [a]- 
Wert ftir die krystallwasserhaltige Substanz umgerechnet wird, 
betragt er -97.2° und stimmt gut mit unserer Zahl iiberein. Nach 
dem Prinzip der Helferichschen Synthese des 6-Glukosids mus- 
ste man aber als Katalysator p-Toluol-sulfonsaure statt Zinkchlorid 
gebrauchen. 

Ich habe nun die Synthese des p-Nitrophenol-a-glukosids 
unter Verwendung von Zinkchlorid als Katalysator nach Hel- 
ferichem Prinzip durehgefiihrt. Das erhaltene Glukosid bildete 
nadlige Krystalle ohne Krystallwasser, schmolz bei 210° und 
zeigte [a]j}—=+215°. Wie im experimentellen Teil angegeben, 
habe ich die theoretische spezifische Drehung des a-Glukosids nach 
der Hudsonschen Regel berechnet. [a|?=-+213.4°. Sie stimmte 
mit der beobachteten Zahl ganz gut iiberein. 

Zuerst habe ich die Wirkung des Emulsins untersucht. Wie 
oben erwaéhnt, war die Endkonzentration des Substrats M/2000, 
das hydrolytische Prozent wurde aus der kolorimetrisch be- 
stimmten freien p-Nitrophenolmenge berechnet. p-Nitrophenol- 
f(-glukosid war durch Emulsin leicht hydrolysierbar. Das PH- 
Optimum lag bei Pu 6 (Versuch Ia). Dieses Ergebnis stimmt 
mit dem von Willstatter und anderen (1921) berichteten Wert 
liberein. Die HEmulsinl6sung wurde dann: -bei 37° 2 Tage lang 
aufbewahrt. Das PH-Optimum blieb unverindert. Diese Losung 
konnte weiter gegen destilliertes Wasser dialysiert werden, ohne 
die Lage des Optimums zu verandern (Versuch Ib u. Ie). p- 
Nitrophenol-a-glukosid wurde dagegen durch Emulsin gar nicht 
hydrolysiert, was bewies, dass das vorliegende a-Glukosid durchweg 
kein 6-Glukosid enthielt. 

Takadiastase spaltete sowohl a- und #-Glukosid, in beiden 
Fallen lag das Pu-Optimum bei Pu 5 (Versuch Ila und IIb). 
Dass die Takadiastase, die Maltase enthalt, auch a-Heteroglukosid 
hydrolysiert, war bisher unbekannt. Bei meinem Versuch war 
die a-Glukosidspaltung nicht stark genug. Der Fermentgehalt 
der Takadiastase schwankt niimlich je nach dem Praparat. Wir 
haben kiirzlich eine noch weit grossere Wirksamkeit bei einem 
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Priparat beobachtet, wovon bei anderer Gelegenheit berichtet 
wird. Uber die Anwesenheit von (-Heteroglukosidase in der 
Takadiastase hat andererseits Hatano (1924) aus dem Neu- 
bergschen Institut zum erstenmal Angaben gemacht. Unabhangig 
davon bestitigte das Matsumoto (1928). Nach Hattori (1924) 
sollte Takadiastase dagegen auf das 6-Glukosid unwirksam sein. 
Unter Anwendung der p-Nitrophenolmethode konnte die Hydro- 
lysierbarkeit des $-Glukosids durch Takaferment aber leicht und 
klar bewiesen werden. 

Danach wurden Versuche mit tierischer Glukosidase an- 
gestellt. Leber, Nieren, Milz, Lunge, Hoden und Muskel des 
Kaninchens wurden zermahlen, in 10 fachem Volumen Wasser 
suspendiert und diese Aufschwemmungen als Fermentlosungen 
gebraucht. Versuche bei Pu 7 ergaben, dass das p-Nitrophenol- 
a-glukosid durch jede der erwahnten Organsupensionen gespalten 
werden konnte (Versuch III). Die Hydrolysierbarkeit des a- 
Heteroglukosids durch tierische Organe wurde damit zum ersten- 
mal beobachtet. Nach der Fermentlehre glaubte man, dass sowohl 
tierische Maltase als auch Takamaltase a-Heteroglukosid nicht zu 
spalten imstande sind, man hat daher diese Fermentklasse als 
die Glukomaltase beschrieben. Diese Verhiltnisse miissen in 
Zukunft noch eingehend untersucht werden. Die PH-Optimum- 
bestimmung wurde ebenfalls mit der Lebersuspension ausgefiihrt. 
Das Optimum lag bei Pu 7 (Versuch IVa). 

Auch die Hydrolyse des (-Heteroglukosids durch tierische 
Organe war bisher nicht ganz klar. Es gibt Angaben, die fiir 
wirkliche Spaltung sprechen, sie gingen aber nicht weit iiber 
qualitative Befunde hinaus. Man benutzte z. B. Arbutin als 
Substrat und bewies das daraus entstandene Hydrochinon durch 
Reduzierbarkeit der zugesetzten ammoniakalischen Silberlésung 
bei Kalte, oder man verwandte als Substrat Salicin und bewies 
den abgespaltenen Salicylalkohol durch blaue Hisenreaktion. 
Bass(1912) hat die Arbutinspaltung quantitativ untersucht. 
Er hat das durch Reduktion der ammoniakalischen Silberlosung 
entstandene Silber gesammelt, in Salpetersiiure gelést und mit- 
tels Rhodanlosung titrimetrisch bestimmt. Ob diese Methodik 
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einwandfrei ist, steht dahin. Hofmann (1935) hat die Hydro- 
lysierbarkeit des Phenol-6-glukosids durch Leber und Niere von 
Kaninchen und Pferd angegeben. Zur Messung des Hydrolyse- 
grads bestimmte er aber im einfachen Filtrat die Reduktionskraft 
gegentiber Fehlingscher oder Ostscher Liésung. Kontrolle mit 
Ferment allein wurde selbstverstandlich parallel ausgefiihrt. Da 
jedoch bei dieser Lehmann-Maquenne’schen Methode die ab- 
zuziehenden Kontrollwerte bisweilen betrachtlich gross sein kénnen, 
wird bei quantitativer Glukosidasemessung ein gering prozentiger 
Fehler der Zuckerbestimmung unter Umstinden falsche Ergebnisse 
bedingen. 

Ich hess die oben:erwihnten Organsuspensionen auf p-Nitro- 
phenol-6-glukosid bei 37° 2 Stunden einwirken. Eine deutliche 
Hydrolyse wurde bei Leber und Niere, aber nicht bei Milz, 
Lunge, Hoden und Muskel (Versuch III) beobachtet. Beim Ver- 
such mittels Lebersuspension wurde das PH-Optimum bei PH 6 
gefunden (Versuch IVb). Weiterhin wurde diese Suspension unter 
Toluolzusatz 2 Tage bei 37° autolysiert und das klare Filtrat 
dann als Fermentlésung gebraucht. Das Optimum lag bei Pu 
6. Das Autolysat konnte dialysiert werden, ohne dass eine Ver- 
schiebung des optimalen Pu oder eine wesentliche Inaktivierung 
des Ferments experimentell nachgewiesen wurde. 

Ein wichtiger Befund war, dass das auf oben erwaihnte Weise 
hergestellte Autolysat der Kaninchenleber das p-Nitrophenol- 
a-glukosid nicht mehr spalten konnte. a-Glukosidase ist also 
weit mehr labil als die (§-Glukosidase. Wegen dieser Un- 
bestiindigkeit des Ferments und der allgemeinen Schwierigkeit 
der a-Glukosidbereitung wurde die a-Heteroglukosidase bisher 
nur unzureichend erforseht. 

Die Anwendung der p-Nitrophenolverbindung wird auf dem 
Gebiet der Fermentforschung noch neue Befunde zeitigen. Uber 
die $-Galaktosidase soll spater berichtet werden. 
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EXPERIMENTELLER TEI. 
I. Substrate. 


a) p-Nitrophenol-$-glukosid wurde zuerst nach Glaser und 
Wulwek (1924) dargestellt und aus heissem Alkohol umkrystal- 
lisiert. Schmelzpunkt 164°, Krystallwasser 1 Molektl. Freies 
p-Nitrophenol wurde nicht bewiesen. Die Bestimmung des ge- 
bundenen p-Nitrophenols geschah, wie folgt. 4.29 mg _ krystall- 
wasserhaltige Substanz wurde in 100 cem Wasser gelost, 2.0 cem 
davon durch Kochen mit konzentrierter Salzsaure hydrolysiert, 
in 10.0 cem Messzylinder mit gesattigtem Natriumearbonat alkali- 
siert und bis zur Marke mit Wasser aufgefiillt. Die gelbe Ver- 
farbung wurde mit der alkalischen p-Nitrophenollésung von 
bekanntem Gehalt kolorimetrisch verglichen. Uber die Kolori- 
metrie des p-Nitrophenols siehe die Mitteilung von Morimoto 
(1937) und Tanaka (1938). Gefundenes p-Nitrophenol aus 4.29 
mg Substanz war 1.90 mg; berechneter Wert 1.90mg. Zur Be- 
stimmung der spezifischen Drehung wurden 0.2482¢ in 25 ccm 
Messkolben mit Wasser gelést. 


— 0.98 25 
p= ee ere 
LD oan 
b) p-Nitrophenol-a-glukosid. 50g £-Pentacetylglukose 


werden mit 35¢@ p-Nitrophenol in siedendem Wasserbad erhitzt 
Das Gemisch schmilzt bald. 12.5¢@ Zinkchlorid werden dann 
zugesetzt und die ganze Masse wird noch eine Stunde unter 
starkem Riihren erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird das Reaktions- 
produkt mit 400 cem Benzol ausgelaugt, die Lésung im Scheiden- 
trichter zuerst mit Wasser dann mit 5% iger Natriumearbonat- 
losung so oft gewaschen, dass sich die wisserige Schicht nur 
schwach gelblich verfarbt. Die Benzollésung wird nochmals mit 
Wasser gewaschen, mit Caleciumehlorid getrocknet, unter vermin- 
dertem Druck stark eingedampft und der syrupése Riickstand in 
heissem Alkohol gelost uud abgekihlt. Tetracetyl-p-Nitrophenol- 
a-glukosid scheidet sich als syrupdése Masse aus. Der iiberstehende 
Alkohol wird daher abdekantiert und die Umfallung aus Alkohol 
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noch zweimal wiederholt. Der Syrup wird dann im Morser unter 
Eiskiihlung mit zunehmender Menge Wasser durchknetet und die 
fest gewordene Masse auf der Nutsche gesammelt und getrocknet. 
12g davon werden in 500cem Methylalkohol suspendiert und 
darin wird unter Hiskiihlung getrocknetes Ammoniakgas bis zur 
volligen Auflésung eingeleitet. Nach einer Stunde wird die Lisung 
unter vermindertem Druck eingedampft und der Riickstand aus 
heissem Alkohol umkrystallisiert. Ausbeute: 3¢ farblose nadlige 
Kristalie ohne Krystallwasser. Schmelzpunkt 210°. 

Freies p-Nitrophenol war nicht vorhanden. Der Gehalt des 
gebundenen p-Nitrophenols wurde wie oben analysiert. 4.5 mg 
lieferten 2.09mg p-Nitrophenol, wahrend die Theorie 2.08 mg 
fordert. Zur [a]-Messung wurde 0.1999 @ Substanz in 20 ceem 
Messkolben in Wasser gelost. 


X 


2.15x 20 Beh 
071999, 


[ole= 


Das theoretische [a] wurde nach der Hudsonschen Regel 
berechnet. Nach diesem Autor ist zwischen der spezifischen 
Drehung und Konfiguration des Glukosids ein inniger Zusam- 
menhang vorhanden. Man kann sich ein Glukosidmolekiil hin- 
sichtlich des Drehungsbetrages in zwei Teile zerlegt denken, némlich 
in (A) das glukosidische C-Atom samt Anhang und (B) den Rest 
des Hexosemolekiils. Aus diesem Grund folgt: 


Phenol-a-glukosid (E. Fischer, 1916) [aJ/=A+B= +180.3° 
Phenol-6-glukosid (E. Fischer, 1916) [aJ;=—A+B=-—71.9° 


2B=108.4° 
p-Nitrophenol-f-glukosid [a P3 = —98.7° 
Kristallwasserfreies 
p-Nitrophenol-$-glukosid fa}e= —A’+B=—105° 


A’+B= + 213.4° 


p-Nitrophenol-a-glukosid (A’+B) soll daher eine spezifische- 
Drehung von 213.4° zeigen. 
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II. Versuchsanordnung. 


Die Zusammensetzung der Versuchslésung war folgende: 


M/1000 p-Nitrophenol-glukosid 10.0 cem 
Pufferlosung DOr. 
Fermentlosung aes. 
Wasser 5-a ,, 


Als Antisepticum wurden einige Tropfchen Toluol zugesetzt. 
Als Puffer wurde M/2 Essigsaure-Acetat, M/10 Phosphat, M/10 
Glykokoll-Natron verwendet. PH wurde an der Versuchslosung 
mittels Indikatorpapiers gemessen. Die Versuchstemperatur 
betrug das ganze Experiment hindurch 37°. Zur Messung der 
Hydrolyse wurden 5.0cem Versuchsldsung in ein Reagenzglas 
genommen, dieselbe Menge 10% iger Trichloressigsaure hinzugesetzt 
und filtriert. So betragt im Filtrat die Konzentration des ge- 
samten p-Nitrophenols M/4000. Dann wurden 5.0 cem davon in 
einen 10.0 cem fassenden Messzylinder pipettiert, durch Zusatz von 
4.0 ccm gesattigten Natriumearbonats alkalisch gemacht und mit 
Wasser auf 10.0 cem aufgefiillt. Je nach der dabei auftretenden 
Verfarbung wurde als Vergleichslésung 5.0 oder 1.0 eem M/4000 
p-Nitrophenollosung verwandt, die ebenfalls alkalisiert und auf 
10.0 cem aufgefiillt wurde. Den Hydrolysegrad kann man ko- 
lorimetrisch leicht bestimmen. Zur Kolorimetrie des p-Nitro- 
phenols siehe die Mitteilung von Tanaka (19388). 


III. Versuche. 


I) Versuch mit Emulsin. 


a) M/1000 p-Nitrophenol-6-glukosid 10.0 cem 
Pufferlosung a0 5, 
0.2% Emulsin 2.0), 
Wasser Oey 
Pu3 | Pu4 | Pod | Poo | Pu7 | PH 
1 Std. 39.6% 54.1% 68.5% 76.0% 67.0% 21.2% 


3 Std. 49.0% 76.0% 79.0% 81.5% 79.0% 40.5% 
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Dieselbe Emulsinlésung wurde unter Toluolzusatz bei 37° 


2 Tage aufbewahrt. 


Die Wirkung dieser Lésung auf das £- 


Glukosid wurde vor und nach Dialyse gegen destilliertes Wasser 
untersucht. Zusammensetzung der Versuchsliésung ist wie oben. 


b) vor Dialyse. 
Pu 3 Pu 4 Pu 5 Pu 6 1Pase Pu 8 Pu 9 
1 Std. 22.5% 39.5% 60.1% 68.1% 44.3% 11.5% Spur 
3 Std. 41.0% 56.8% 71.0% 76.1% 69,0% 16.8% 5.1% 
e) nach Dialyse. 
| 
PH 3 Pu 4 Jeast GS) Tease (6 | Wase yf |) detiar fe) ree) 
| 
1 Std. 14.4% 21.1% 41.6% 49.6% | 22.3960 | Spur 0 
3 Std. 16.0% 41.6% 58.5% 69.9% | 49.5% | 5.3% Spur 


p-Nitrophenol-a-glukosid wurde bei Pu 3-8 auch durch fri- 


sche Emulsinlésung nicht gespalten. 


II) Versuch mit der Takadtastase. 


a) M/1000 p-Nitrophenol-a-glukosid 10.0 eem 
Pufferlosung DOs 
5% Takadiastase (nicht dialysiert) BOS; 
Wasser BuO) 45 
Pu 4.2 Pro feet yy) | dedee ¢f 
1 Std. 17.1% 23.4% 17.4% 12.4% 
3 Sta. 21.0% 29.0% 21.0% 17.0% 
b) M/1000 p-Nitrophenol-f-glukosid 10.0 eem 
Pufferlésung 5.0, 
1% Takadiastase 205 
Wasser 30 Gs 
Pu 3 Pu 4 | Pad | PuG-> Pa? | Pu 8 
1 Std. 50.8% 66.1% 66.1% 62.9% 44.8% 11.9% 
3 Std. 69.9% 82.7% 85.7% 78.0% 66.7% 33.0% 
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III) Versuch mit Kaninchenorganen. 


M/1000 Substrat 10.0 ecm 

Puffterlosung 5.0) 4. 

Organsuspension 2.0%}; 

Wasser S)(0) oe 

p-Nitrophenol-a-glukosid p-Nitrophenol-8-glukosid 
PH ts) 3) stde i2ash (63 74 foynee 

Leber 36.0% 61.0% 
Niere 29.6 » 54.7 » 
Lunge 15.8 » 0 
Milz 37.0 » 0 
Hoden 14.9 » 0 
Muskel 1250192 ) 


IV) Versuch mit der Kaninchenleber-Suspension. 


a) M/1000 p-Nitrophnol-a-glukosid 10.0 cem 
Pufferlosung BUuase 
Suspension 20) v5 
Wasser a, 

Pu 4 PH 5 PE 6 PH 7 Pu 8 
1 Std. 6.1% 14.0% 15.8% 22.7% 14.4% 
3 Std. 19.0% 25.0% 27.0% 36.0% 24.3% 

b) I/1000 p-Nitrophenol-§-glukosid 10.0 eem 
Pufferlosung 0. 
Suspension 1 Ope 
Wasser 4.0 ,, 

Pu 4 Pa 5 PH 6 PH 7 Pa 3 Pu 9 
1 Std. Spur 63.8% 73.0% 69.9% 59.2% 46.5% 


3 Std Spur 70.0% 85.5% 82.5% 75.5% 71.0% 
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c) Versuch mit dem Kaninchenleber-Autolysat. 


1. vor Dialyse. 


M/1000 p-Nitrophenol-f-glukosid 10.0 eem 
Pufferlésung Us 
Autolysat Gee 
Wasser 0 
Pu 4 Pa oul PH 6 Pu 7 Pa UD 
1 Std. Spur 66.5% 79.0% 71.2% 48.5% 


3 Std. Spur 71.2% 82.0% 77.0% 65.5% 


2. nach Dialyse. 


Pu 4 PH 5 PH 6 PH 7 PH 8 

1 Std. 0) 14.2% 23.2% 20.5% 10.5% 

3 Std. 0 38.1% 68.0% 56.1% 20.1% 
ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die enzymatische Hydrolyse der a- und /-Glukoside des 
p-Nitrophenols wurde untersucht. Zur Ermittlung des Hydrolyse- 
grads bediente sich Verf. der Kolorimetrie des abgespaltenen 
freien p-Nitrophenols. 

2. -Nitrophenol-a-glukosid krystallisiert in farblosen 
Nadeln. F 210° und [a]f= 4+215°. 

3. Emulsin spaltet das /-Glukosid optimal bei Pu 6, ist 
aber auf das a-Glukosid unwirksam. 

4. Takadiastase spaltet sowohl das a- als auch 6-Glukosid. 
Bei beiden Fallen ist die optimale Aziditat PH 5. 

5. p-Nitrophenol-a-glukosid wird durch Leber, Niere, Milz, 
Lunge, Hoden und Muskel des Kaninchens gespalten. Das 
Optimum liegt bei Po 7. Durch Autolyse wird aber die tierische 
a-Glukosidase inaktiviert. 

6. $-Glukosid ist aber nur durch Leber und Niere spaltbar. 
Dialysiertes Leberautolysat ist auch wirksam. Die optimale 


Aziditit betragt Pu 6. 
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UBER DIE STEREOISOMERIE DER »-AMINO- 
b-OXY-BUTTERSAURE. 


VON 


MASAJI TOMITA unp YOSHINORI SEIKI. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit zu Taihoku 
und der pharmazeutischen Abteilung der medizinischen 
Fakultaét zu Nagasaki.) 


(Hingegangen am 6. Februar 1939) 


Zur Konstitutions-Ermittlung des Carnitins hat der eine 
(Tomita) von uns vor mehreren Jahren die y-Amino--oxy- 
buttersdure synthetisiert und ihre optisch-aktiven Formen darge- 
stellt. Bei der Spaltung der y-Benzamino-$-oxy-buttersiure, 
CoH;.CO.NH.CH2.CH(OH).CH2.COoH, mit Hilfe von Brucin stiess 
man (1927) auf einen besonderen Fall, der von der klassischen 
Theorie des asymmetrischen Kohlenstoffatoms nicht ohne weiteres 
erklart werden kann. Obwohl die y-Benzamino-f-oxy-butterséure 
nur ein asymmetrisches Kohlenstoffatom besitzt, konnten daraus 
durch asymmetrische Synthese je zwei rechtsdrehende und zwei 
linksdrehende Enantiostereomere erhalten werden, die sich nach 
Schmelzpunkt, Léslichkeit und optischer Aktivitat verschieden 
verhalten. Die Isomerie iiberdauerte auch die Abspaltung des 
Benzoyls mit Bromwasser, so dass vier aktive Formen der y- 
Amino-6-oxy-buttersiure und zwar zwei Paare von Antipoden 
dargestellt werden konnten. 

Bei der Nachpriifung dieser Arbeit haben M. Bergmann 
und sein Mitarbeiter (1930) in Ubereinstimmung mit unserer 
Angabe festgestellt, dass die y-Benzamino-6-oxy-buttersaure, die 
nur ein asymmetrisches Kohlenstoffatom hat, in festem Zustand 
in*vier optisch-aktive Formen von verschiedenem Drehungsver- 
mogen gespalten wird. 

Welcher Teilvorgang nun fiir das Auftreten der vier optisch- 
aktiven Benzamino-f-oxy-buttersiuren verantwortlich zu machen 


ist, dariiber gehen die Ansichten stark auscinander. 
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Bergmann und Lissitzin (1930) behaupten, dass von die- 
sen vier aktiven Formen zwei Formen die normalen Antipoden, 
die beiden tiberzihligen Isomeren dagegen Molekiilverbindungen 
der beiden Antipoden seien, von denen die eine den einen Anti- 
poden, die andere den anderen im Uberschuss enthalt, so dass 
sie beide noch optisch aktiv seien. 

Die wichtigsten Eigenschaften der vier y-Benzamino-f-oxy- 
butterséuren zeigt Tabelle I. 


TABELLE [. 
Benennung nach Higenschaften 

Tomita u. Sendju Bergmann u. L. [a] a Schmp. unkorr. 
l-y-Benzamino-B- 1,l,d-y-Benzamino- | 77, jo 9° 

oxy-buttersiure I B-oxy-buttersaure 7,5(n/2 NaOH) 
d-y-Benzamino-B- d, d,l-y-Benzamino- Bee. 3 

oxy-buttersaure I B-oxy-buttersaure +4 tGuleNaOr!) ge 
1-y-Benzamino-p- 1-y-Benzamino-B- —11,8(H.0) 114° (wasserfrei) 

oxy-buttersiure II oxy-buttersdure —22,0(n/2NaOH)} 81°(+1H.0) 
d-y-Benzamino-p- d-y-Benzamino-B- +10,1(H,0) 114° (wasserfrei) 

oxy-buttersadure II oxy-buttersaiure +22,0(n/2NaOH)| 80°(+1H.0) 


Nach Bergmann und Lissitzin zeigt l-y-Benzamino-/-oxy- 
buttersdure II-in n/2 Natronlauge eine fast genau 3-mal so hohe 
spezifische Drehung wie die Jl-y-Benzamino-6-oxy-buttersaure I 
unter denselben Umstaénden. Diese Beobachtungen stiitzen ihre 
‘Auffassung damit, dass es sich bei den y-Benzamino-f-oxy-butter- 
siure I um Molekiilverbindungen aus 1 Aquivalent aktiver Siure 
mit 1 Aquivalent d,7-Siure handelt. 

Waren, wie Bergmann und: Lissitzin vermuteten, die 
uberzahligen Isomeren der y-Benzamino-6-oxy-buttersaure wirk- 
lich Molekiilverbindungen, so missten die daraus sich ableiten- 
‘den tiberzahligen y-Amino-f-oxy-buttersauren I auch Molekitlver- 
bindungen aus 1 Aquivalent aktiver y-Amino-6-oxy-buttersiure 
mit 1 Aquivalent d,l-y-Amino-$-oxy-buttersiure sein und ihre 
Spezifische Drehung miisste genau 1/3 derjenigen der y-Amino-f- 
oxy-buttersaéuren II betragen. Dies ist aber nicht der Fall. Die 
spezifische Drehung der freien y-Amino-f-oxy-buttersauren I in 
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Wasser betrigt+3,3°, wihrend die der Siuren II e107 
ergibt. 

Durch pH-Bestimmung der beiden Siuren (I und II) konn- 
ten wir feststellen, dass die Auffassung der aktiven y-Benzamino- 
6-oxy-buttersiuren I als Molekiilverbindungen irrtiimlich ist. 
Nach unseren wiederholten Untersuchungen unterscheiden sich 
die beiden Sauren (I und II) in ihren pH-Werten selbst in m/100- 
Losung noch deutlich (Tabelle II). 


TABELLE IT. 
pH 
Substanz Konzentration 
Sofort nach 1 Stde. 

l-y-Benzamino-f-oxy- | 0,0223 ¢ in 10cem HO ck 2.3 

buttersaure I (=1/100-m. Losung) ai os 
l-y-Benzamino-B-oxy- A 28 28 

buttersaure IT ae me 


Zwischen den normalen Siuren und ihren Molekiilverbindun- 
gen durfte kein Unterschied der Aciditaét vorhanden sein. 

Um einen tieferen Einblick in diese Isomerisation zu erhal- 
ten, haben wir die beiden Antipoden-Paare der fregén y-Amino- 
$-oxy-buttersiure und der Benzoylverbindung einerséits mit Hilfe 
der Absorptions-Spektroskopie und andererseits der réntgeno- 
graphischen Methode untersucht. Die Versuche nach dem er- 
steren Verfahren bestitigten den Unterschied der Struktur der 
Verbindungen I und II nicht. Nach Debye-Scherrers Pulver- 
Verfahren erhielt man die den beiden’ Verbindungen typischen 
Interferenz-Erscheinungen, was fiir unsere Anschauung spricht. 

Dass ein Antipoden-Paar die gleiche Interferenz-Hrscheinung 
zeigt, wahrend geometrische Isomere ungleiche Réntgenbilder 
geben, wurde einerseits bei d- und /-Adrenalin (Abbild. 1) und 
andererseits bei Fumar- und Maleinsiiure (Abbild. 2) festgestellt. 

Wie man in Abbild. 3. sieht, sind die Diagramme von l-y- 
Benzamino-f-oxy-buttersiure I und l-y-Benzamino-/-oxy-butter- 
siure II ganz verschieden. Es unterliegt also keinem Zweifel, 
dass die beiden Séuren (I und II) versehiedene Struktur haben. 
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(A) 
(B) 
Abbild. 1. (A) J-Adrenalin 
(B) d-Adrenalin 
(A) 
(B) § 
Abbild. 2. (A) Maleinsaure 
(B) Fumarsiaure 
(A) Fs 
(B) | 


Abbild. 3. 


(A)  I-y-Benzamino-B-oxy-buttersaiure I 
(B)  1-y-Benzamino-6-oxy-buttersiure IT 


l-y-Amino-6-oxy-buttersiure I und d-y-Amino-6-oxy-butter- 
saure I zeigen ein ganz identisches Réntgenbild. Sie sind also 
ein Antipoden-Paar. Das gleiche gilt auch fiir II-siuren.  y»- 
Amino-£-oxy-butterséure I und y-Amino-f-oxy-buttersiure II zei- 
gen aber ganz ungleiche Bilder, weil ihre Struktur verschieden 
ist. (Abbild. 4.) 

Durch Ausmessung der Diagramme kénnen wir der y-Benz- 
amino- 6-oxy-buttersaiure II eine Langenausdehnung von ungefahr 
8,7 A und der y-Benzamino-f-oxy-buttersiure I von 12,4 A zuer- 
teilen. Diese Tatsache bietet fiir die Konstitutions-Ermittlung 
der y-Benzamino-$-oxy-buttersiure II vom Schmp. 114° den besten 


ad 
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(A) B 
(B) 


(C) 


(D) 


Abbild. 4. 
(A) I-y-Amino-f-oxy-buttersiiure I. 
(B) d-y-Amino-$-oxy-buttersiure I. 
(C) 1-y-Amino-8-oxy-buttersiure IT. 
. (D) d-y-Amino-f-oxy-buttersiure IT. 


Anhaltspunkt, denn die unter Zugrundlegung der bekannten 
Atomdurchmesser fiir Kohlenstoff, Sauerstoff und Stickstoff be- 
rechneten Linge der betainartigen Ringformel stimmt mit dem 
gefundenen Wert uberein. 

-Wir haben auch die Diagramme von /- und d-y-Amino-f- 
oxy-buttersaure I und /- und d-y-Amino-f-oxy-buttersaure IT 
ausgemessen und fanden, dass die Saéure I eine offene Ketten- 
struktur, die Saure II Ringform besitzt. Es ist anzunehmen, 
dass die Langenausdehnung von y-Amino-f-oxy-buttersdure I etwa 
7,3 A und die von y-Amino-/-oxy-buttersaure Il etwa 3.9 A be- 
tragt. 

Damit wird angenommen, dass eine Aminoséure in zwei 
desmotropen Formen isoliert werden kann. 
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UBER DIE STEREOISOMERIE DES ISOSERINS. 


Von 


YOSHINORI SEIKI. 


(Aus der pharmazeutischen Abteilung der medizinischen 
Fakultadt zu Nagasakt.) 


(Bingegangen am 6. Februar 1939) 


Vor mehreren Jahren haben E. Fischer und W. Koelker 
(1905) beim Aufbau von Leucyl-isoserin aus inaktiven Komponen- 
ten zwei isomere Racemk6rper erhalten. Das gleiche Resultat 
bekamen sie weiter bei der Priifung des a-Brom-isocapronyl- 
isoserins und des Hippuryl-isoserins. Kénnte nun die Isomerie 
dureh eine Verschiedenheit der Peptidstruktur, entweder durch 
Sdureamidverkettung oder Esterbindung bedingt sein, so diirfte 
man einen erheblichen Unterschied in der Basizitét und der 
dadurch bedingten Fallbarkeit mit Phosphorwolframsaure, sowie 
in der Einwirkung der salpetrigen Siiure erwarten. Der Versuch 
der genannten Forscher hat aber gezeigt, dass dies nicht der 
Fall ist, dass sich vielmehr beide Kérper genau so wie die ge- 
wohnlichen Dipeptide verhalten. Es unterliegt also keinem 
Zweifel, dass die Isomerisation der racemischen Dipeptide auf 
dem sterischen Verhalten des Isoserins basiert. 

Spiter haben M, Tomita und seine Mitarbeiter (1932). bei 
der asymmetrischen Synthese des Benzoyl-isoserins ausser den 
normalen Antipoden noch ein anderes Antipoden-Paar dargestellt, 
welches nach der Analyse die Bruttoformel CopH24N207 hat und 
durch Spaltung in Benzoeséiure und Isoserin zerlegt wird. Bei 
der Hydrolyse an freien Aminosiuren haben sie aber nur zwei 
aktive Formen und zwar ein Antipoden-Paar des Isoserins bekom- 
men. Die Isomerie iiberdauert also die Abspaltung des Benzoyls 
mit Bromwasserstoff nicht mehr. 

Welcher Teilvorgang nun fiir das Auftreten der vier optisch- 
aktiven Benzoyl-isoserine verantwortlich zu machen ist, und wie 
die Isomerisation beim Aufbau von Leucyl-, Brom-isocapronyl- 
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isoserin entsteht, das ist bis heute gar nicht beriicksichtigt. 

Dank vor allem einer roéntgenographischen Methode von 
Debye und Scherrer (1917) ist die Isomerisation von y-Amino- 
B-oxy-buttersiure und ihrer Benzoylverbindung klarer zutage 
getreten (1939). Wir haben die Brauchbarkeit dieser Methode 
seitdem ndher untersucht und gefunden, dass dieselbe in vielen 
Fallen wegen der Leichtigkeit der Handhabung und der Ge- 
nauigkeit der Identifizierung fiir die Erkennung und Unter- 
scheidung der Verbindungen vorzuziehen ist. 

Einer Aufforderung von Herrn Prof. M. Tomita folgend, 
habe ich das Verhalten des Isoserins bei der asymmetrischen 
Synthese nach der Pulvermethode von Debye und Scherrer 
rontgenographisch untersucht. 

Zur leichteren Ubersicht seien die wichtigsten Eigenschaften 
des Antipoden-Paars von Isoserin und ihrer Benzoylverbindungen 
nach der Angabe von Tomita und seinen Mitarbeitern tabellarisch 


einzelnen 


zusammengestellt : 
N-Benzoyl-Verbindungen Freie Aminoséuren 
Lislich-|  & = 
Gra tia, |] [a]? Ba-—Salz [a]? 8 
Wasser| & D 
l-Verbind. I iE 110° —11,26° | Fo=278° | d-Isoserin | +29,68*) 185° 
1-Verbind. II | w.l. 75° | —30,03° kein d-Isoserin | +30,68°) 196° 
(60% Al.)| Ba—Salz 
d-Verbind. I Tee 110° | +11,31° | Fp=276° | 1-Isoserin | —32,05°| 195° 
d-Verbind. II) w.1. 75° | +29,46° kein I-Isoserin | —29,83°} 195° 
(60% Al1.)| Ba-—Salz 
Wie man aus Fig. 1. ersieht, sind die Diagramme der 


Rontgenographie von l-Verbindung I (Benzoyl-d-isoserin) und d- 


(A) 


(B) 


Hes. 


(A) 1-Verbindung I (Benzoyl-d-isoserin) 
(B) d-Verbindung I (Benzoyl-l-isoserin) 
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Verbindung I (Benzoyl-l-isoserin) ganz identisch. Es unterliegt 
also keinem Zweifel, dass sie ein Antipodenpaar sind. 

Das gleiche gilt auch fiir l- und d-Verbindung II. Fig. 2. 
zeigt die Diagramme der I- und d-Verbindung II. 


(B) 


Fig. 2. (A) -Verbindung II (C.,H.N:20,) 
(B) d-Verbindung II (C.,H..N.0,) 


Aus beiden Figuren erkennt man sehr deutlich, dass die 
Diagramme von I und II Verbindungen ganz ungleiche sind. Es 
fiihrt zu dem Schluss, dass beide Verbindungen, genau so wie 
in ihren Higenschaften, als auch in ihren Strukturen ganz ver- 
schieden sind. 

Dureh Ausmessung der Diagramme von I und II Ver- 
bindungen kénnen wir annehmen, dass die Verbindungen I das 
normale Antipoden-Paar sind und eine offene Kettenstruktur 
haben, deren Liingenausdehnung ungefihr 10,7 A betrigt. 


OHHH 
i Mpa eel 

6—, NCC NN C-O=0=0 
iN” Pe | 
HOH| | 
Ost! 
| | 
oavaea = 10.7 A---==-~ >’ 


Nach den Elementaranalysen der II Verbindung (Cz9H2sN207) 
ist der Wasserstoffgehalt im Vergleich zu dem normalen Benzoyl- 
isoserin viel héher. Diese Tatsache hat Tomita durch die Ge- 
genwart von fiinfwertigen N-Atomen zu erklaren versucht. Be- 


kanntlich zeigt die Atomgruppe O = C-NEH leicht die Erscheinung 
der Tautomerie und der Stickstoff der umgewandelten Enolform 
ist bei der Anlagerung von zwei Wasserstoffatomen aus dem drei- 
in den fiinfwertigen Zustand tibergegangen. Die Analysendaten 
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zeigten uns auch, dass die Substanz von CzyoH24N2O07 eine An- 
hydridverbindung von zwei Molekiilen Benzoylisoserin ist. Nach 
Tomita und seinen Mitarbeitern bietet das Isoserin bei der 
Veresterung, im Gegenteil zu w-Amino-oxyséuren mit gerader An- 
zah] von C-Atomen, eine Sonderstellung dar, in sofern als es 
dabei keine intramolekulare Sd&ureamidverbindung bildet. In 
diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, dass sich bei der 
Anhydrisierung der Benzoyl-isoserine keine intramolekulare Ver- 
kettung zwischen Carboxyl- und Aminogruppe, sondern eine 
Saureanhydridbildung aus beiden Carboxylgruppen vollzieht. 

Eine zusammenfassende Betrachtung drangt zu der Schluss- 
folgerung, dass die Substanz von CopH2sN2O7 wahrscheinlich die 
folgende Struktur hat: 


H 
‘ 
CeHs-C = Ba Ore | (OH)-CO 
180) del 
O 
¢ 
Cole C = N-CH;-CH(OH)-CO 
EO MREL 


Wenn beide Benzoylisoserin-Komponenten mit fiinfwertigem 
N-Atom unter sich in offener Kette durch ein Atom Sauerstoff 
vereinigt sind, und unter einen Valenzwinkel von rund 110° mit 
dem Zentralatom verbunden sind, so muss die Substanz eine 
Lingenausdehnung von 16,2 A haben. Diese Zahl stimmt mit 
einer ungefahren Langenausdehnung gut iiberein, die durch Aus- 
messung der Diagramme der II Verbindungen (Cs9H2sN20;) 
zuerteilt wurde. 

Bei der Hydrolyse der vier Benzoylderivate des Isoserins 
haben Tomita und seine Mitarbeiter nur zwei aktive Formen 
der Aminosduren bekommen, die in Léslichkeit, Schmelzpunkt und 
optischer Aktivitét mit den aktiven Isoserinen von EB. Fischer 
und W. Jacobs (1905) tibereinstimmen. 

Nach meiner rontgenographischen Untersuchungen sieht man, 
dass das Réntgenbild des aus beiden 1-Verbindungen erhaltenen 
rechtsdrehenden Isoserins ganz identisch ist. Das gleiche gilt 
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fiir die linksdrehende Aminosiiure. Die Diagramme des rechts- 
drehenden und linksdrehenden Isoserins ist auch ganz gleich. 
Man kann nun ungezwungen sagen, dass die erhaltenen d- und 
l-Isoserine ein Antipoden-Paar sind. (Fig. 3.) 


(C) 


o 


(A) d-Isoserin aus 1-Verbindung I 
(B) d-Isoserin aus 1-Verbindung II 
(C) J-Isoserin aus d-Verbindung I 
(D) I-Isoserin aus d-Verbindung II 


Fig. 3. 


Hs ist anzunehmen, dass die Laingenausdehnung von aktiven 
Isoserinen etwa 5.24 A betragt und sie offene Kettenstruktur 


haben. 
ge 
S—6-¢-0=0 
H H OHOH! 


1 


! ~ 
a ncclapayl pone: 


Wir konnten hierbei die Angaben von ''omita und seinen 
Mitarbeitern tiber die Isomerisation des Isoserins, die von der 
klassischen Theorie des asymmetrischen Kohlenstoffatoms nicht 
ohne weiteres erklart werden kann, durch réntgenographische 
Untersuchungen klarer auffassen. 

Die Versuche, das Auftreten der racemischen Isomere des 
Leucyl-, a-Brom-isocapronyl- und Hippuryl-isoserins durch Ront- 
gvenographie nach Debye und Scherrer aufzuklaren, sind im 
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SYNTHESE EINES HOCHMOLEKULAREN OXY- 
METHYLFURFUROLDERIVATES. 


VON 


TOSHINORI ISEKI unn TSUKOURU SUGIURA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit zu Taihoku. 
Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 6. Februar 1939) 


Nach neueren Anschauungen sollten alle Polyosen nicht, wie 
man bisher annahm, aus langen Ketten strukturell verbundener 
Monosenreste aufgebaut sein, sondern aus verhaltnismissig ein- 
fachen Grundkorpern, z. B. Anhydriden, bestehen. Verschiedene 
krystallisierte Amylosen wurden als Abbauprodukte der Starke 
isoliert, deren Natur lange unerkannt blieb, bis Karrer den 
Beweis erbringen konnte, dass in der Diamylose ein Maltosean- 
hydrid vorliegt. Hr fasst die a-Tetra- und a-Oktaamylose als 
polymere Formen der Diamylose auf. Die 6-Hexaamylose ist nach 
ihm ein Dimeres der Triamylose. 

Wenn man andererseits auf dem Wee der Synthese durch 
Polymerisation niedermolekularer Grundkérper eine Gruppe hoch- 
molekularer Stoffe bekommt, so kénnen beide auf den genannten 
Arbeitsgebieten erhaltenen Resultate sich gegenseitig ergiénzen 
und zu einem einheitlichen Ganzen durchdringen. 

Durch Anhydrisierung des Zuckers vermindert sich die Zahl 
der hydrophilen Hydroxylgruppe des Zuckermolekiils und dement- 
sprechend nimmt die Verbindung ihre Tendenz zur Krystal]lisation 
zu. Indem man das Oxymethylfurfurol, ein Furanoseanhydrid, 
als Ausgangsmaterial verwendet, kann ein hochmolekulares Zucker- 
derivat verhaltnismissig leicht dargestellt werden. 

Durch Fiitterung von Di-(furfurol-methyl-2-)-ather, der beim 
Erwirmen des Oxymethyifurfurols leicht herzustellen ist, wird 
der Bis-(Carboxy-furanmethyl-2-)-ather in mehr als 50% Ausbeute 
aus dem Harn der Versuchstiere erhalten (1938). 

Synthetisch wird diese Dicarbonsiure aus Di-(furfurol- 
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methyl-2)-ither dargestellt, indem man auf diese Verbindung bei 
Gegenwart von Natronlauge ammoniakalische Silbernitratlosung 
einwirken lasst. Bis-(Carboxy-furan)-methyl-ather wird mit 
Thionylehlorid in Saurechlorid umgewandelt. Lost man das hier 
erhaltene Saurechlorid in Pyridin, und giesst es in Wasser, so 
scheidet sich eine gelbliche Masse aus, die durch Waschen fest 
wird. Diese Verbindung wird nach den Analysen als ein aus 4 
Molekiilen Saéurechlorid unter Salzsdureabspaltung kondensiertes 
Saureanhydrid, d.i. Tetra-(Brenzschleimsaiureanhydrid-methy1-2)- 
ather angegenommen. 

Die sich vollziehenden Reaktionen koénnen durch folgende 
Schema wiedergegeben werden: 


HC—CH HC—-CH 
| fl | | Fiitterung oder 


20HC-C C-CH.OH—> | OHC-C C-CH: — 
aya tas Soren Y nen oon 


O O 2 
th 1 
HC—-CH HC—CH 
| ll SOCI, | 
HOOCG-C. “C-CH-|0———— FI l-00 0" 6-6-0: 
See fe SS 
s O 2 O 2 
Tit: LV 
ue CH 
Ue N \ 
Pa Be ie HC oe 
4 page se O+8HC CH+4H,0—8HCl+ cate on + 
Wa 
.s 5 ~f Ws 
aes ee gers aa HC—CH 
ee | ie oH 
OC-C_ ©-CH,-O-H:C-C 0-CO-0-00-C areurs C-CO 
LO SG 7 Bo Rea 
fe O O O O aS 
O O. 
O O Oo 


ES as 
oe eps 8-c0-0-00-6 Y-cH,-0-H1,0-6 0-66 


HC—CH HC—-CH HC—-CH HC—CH 
Ne 
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 
Synthese von Bis-(carboxy-furan)-methylither (III). 


Die Synthese gelang nach der von Einhorn (1893) angege- 
benen Methode: In jedem Versuch werden 8,5g Di-(furfurol- 
methyl-2)-ather in 21 Wasser suspendiert, dazu 100cem 30-proz. 
Silbernitratlésung und 50cem 20-proz. Natronlauge hinzugegeben. 
Dureh Zusatz von konz. Ammoniak lést man das ausgefallte 
Silberoxyd bis auf einen geringen Rest auf. Man lisst die 
Flissigkeit 3 Tage lang bei Raumtemperatur unter zeitweisem 
Umrihren stehen, dabei bildet sich ein prichtiger Silberspiegel. 
Die Losung wurde alsdann mit verd. Schwefelsiure angesduert, 
und vom entstandenen Silbersulfat befreit. Das etwas briunlich 
gefarbte Filtrat wird 2-mal mit Essigither extrahiert, der Essig- 
atherextrakt wird nach dem Verdunsten in verd. Alkohol gelést 
und mit Tierkohle gereinigt. Daraus scheiden sich nadelformige 
Krystalle. Dieser Krystall ist mit dem Bis-(Carboxy-furan)- 
methyl-aither ganz identisch, der bereits vor einigen Jahren von 
Iseki (1933) dureh Fiitterung von Di-(furfurol-methyl-2-)-ather 
an Kaninchen, Hunde und Hiihner gewonnen wurde. 

Wenn man nun das Filtrat von Silbersulfat mit 50-proz. 
Schwefelsiure versetzt, so kann man ohne Verwendung der Hssig- 
atherextraktion fast reine Krystalle von Bis-(Carboxy-furan)- 
methyl-ither erhalten. Schmp. 209-210°. Ausb. immer tiber 
85% d. Th. 

3.745mg Sbst.: 7.420mg COs, 1.245mg H.O. 
Cist0; F Ber. © 54,12 HL 3,78 
Gef. » 54,04 » 3,72. 

Monomethylester: 2g Dicarbonsiure werden 4 Stdn. mit 25 
eem absol. Methanol unter Zusatz von 0,5 eem konz. Schwefel- 
siure auf dem Wasserbad unter Riickfluss erhitzt. Am nachsten 
Tage wurde die ausgeschiedene Krystallmasse (enthalt 0,74 ¢ 
Dimethylester) abgesaugt und mit Methanol gut ausgewaschen. 
Hierbei wurde die vereinigte Methanollésung im Vak. einge- 
dampft, und der Riickstand in verd. NagCO3-Lésung aufgenom- 
men, und dann mit Schwefelsaiure gefallt. Nach dem Absaugen 
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und Trocknen wurde die Fallung mit kaltem Chloroform aus- 
gezogen. Dabei blieben 0,26g nicht veresterte Sdure zuriick. 
Der in Chloroform lésliche Monoester wurde durch Abdampfen 
der Lésung gewonnen. Durch Wiederholung obiger Behandlung 
und Umlésung aus verd. Methanol wurde der reine Monoester in 
Form von Siiulen oder Stabchen erhalten, ihre Schmp. 144-146°. 
Ausb. 0,69 g. 

Der saure Monoester ist in Ligroin und Petrolather unloslich, 
aber in Alkalien, heissem Wasser und allen organischen Lésungs- 
mitteln ldslich. 


3.945mg Sbst.: 8.050mg COs, 1.530 mg H:0O. 
Crate Or. Ber. © 55.71 H 4.28 
Gef. B isso, © Ya ebeye 


Darstellung des Stéurechlorides (IV). 

15 g Bis-(Carboxy-furan)-methylather werden mit 35¢ Thio- 
nylchlorid auf dem Wasserbad am Riickflusskithler gekocht, bis 
die Dicarbonséiure langsam in Loésung tibergeht. Das _ tiber- 
schiissige Thionylehlorid wird dann unter vermindertem Druck 
verdunstet, und der schwarzliche Riickstand mit wasserfreiem 
Benzo] aufgenommen. Aus dem Benzolextrakt erhielten wir nach 
mehrmaligem Umkrystallisieren mit Tierkohle fast farblose nadel- 
formige Krystalle, welche gegen 98—-99° schmolzen. Dass es sich 
bei der so erhaltene Substanz um Bis-(Brenzschleimsaure-chlorid)- 
methyvlather handelte, wurde durch folgende Bestimmung bestatigt. 

Das Sadurechlorid ist in Wasser unldslich, in Aceton, Benzol, 
Chloroform, Hisessig, Ather und Bssigiither eut léslich. Ausb. 
100% d. Th. 

3,390 mg Sbst.: 5.9830mg COs, 0.840mg H.O. 
Cy2.H,O;Clo. Ber. C 47.53 H 2.66 
Gef. » 47,71 De RENTAL 

Dimethylester: Kocht man 2-8 Min. das Sdurechlorid mit 
3-4-facher Menge Methanol, so bildet sich sofort der Ester, der 
nach dem Uwmkrystallisieren aus heissem Methanol bei 154° 
schmilzt. Ausb. 100%. Der Ester ist in Wasser unldslich, 
schwer in heissem Methanol, leichter in Chloroform, Aceton und 
Hisessig. 
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3.505mg Sbst.: 7.350mg CO:, 1.450mg H,O. 
CysH44.0,. Ber. C 57.12 H 4.79 
Gef. » 57.19 » 4.63. 


Diithylester: Aufgearbeitet wie beim Dimethylester, ihr 
Schmp. 71°. Ausb. 100%. Er ist in Wasser nicht, aber in all- 
gemeinen Losungsmitteln loslich. 


4.055 mg Sbst.: 8.885 mg COs, 2.040 mg H.0. 
CiHisO, ‘Ber. C5962 I 5.59 
Gef. » 59.76 » 5.63. 


Bis-(Brenzschleomsiure-B-chlorithylester)-methylither : 3g 
Sdéurechlorid werden mit 10¢ Athylenechlorhydrin 14 Stdn. bei 
120-125° im Olbad erhitzt, so dass die Reaktion unter heftiger 
Entwicklung von Salzséuregas verlauft. Man giesst darauf die 
Reaktionsfliissigkeit in Wasser ein und wischt das entstandene 
Ol mit erneuertem Wasser soweit aus, bis das Waschwasser keine 
Chloridreaktion mehr gibt. Das Ol] wird in dtherischer Lisung 
mit Tierkohle gereinigt und schliesslich tiber Natriumsulfat ge- 
trocknet. Nach dem Verdunsten des Athers im Exsikkator schei- 
den sich die Krystalle in Schuppen aus. Schmp. 78-79°. Ausb. 
3g. Er ist in Wasser nicht, aber in allgemeinen Losungsmitteln 
sehr leicht ldéslich. 


3.957 mg Sbst.: 7.123 mg CO., 1.400mg H,O. 
Oj ¢He07Cls- Ber. C 49.08 a5 eo 8} 
Gef. » 49,09 » 3.96. 


Kondensation des Stiurechlorides bet Gegenwart 
von Pyridin (V). 

Zu einer Lésung von 0,909 g Sa&urechlorid in der passenden 
Menge Aceton wurden 0,48ceem Pyridin zugetropft. Man giesst 
die Mischung unter Umriihren in eiskaltes Wasser ein, wobei 
sofort eine Triibung entsteht. Nach 1 tagiger Aufbewahrung 
bei 0° wurde die sich absetzende Fallung abgesaugt, und zuerst 
mit Wasser, dann mit heissem Benzol und heissem Aceton grind- 
lich ausgewaschen. Das hierbei erhaltene hellgelbe Pulver, welches 
yon Chlorid- und Stickstoffreaktion befreit ist, entspricht einem 
Tetra-(Brenzschleimsiureanhydrid-methy]-2-)-ather; ihr Schmp. 
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165-167°. Ausbeute 0.52 g. Dieser Stoff ist in Wasser und in 
allen organischen Loésungsmitteln unldéslich. 


3.860 mg Sbst.: 8.215 mg COs, 1,200mg H,.O. 
CugH 2024: Ber. C 58,03 H 3.24 
Gef. » 58.04 » 3.47, 


Das Molekulargewicht der Substanz wurde nach Rast be- 
stimmt. 
0.571mg Sbst. in 5,955mg Campfer: A=4.0° 
1.800 mg Sbst. in 15.5mg Campfer: A =4.5°. 


Ber. 992. 
Gets 960, 1033. 
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ZUR KENNTNIS DER ZUCKER-AMINOSAURE- 
VERBINDUNGEN. 


Von 


TOSHINORI ISEKI unp TSUKOURU SUGIURA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit zu Taihoku. 
Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 6. Februar 1939) 


Hs sind verschiedene Typen fiir Zuckeraminosiure-Verbin- 
dungen denkbar. Am besten bekannt sind N-Glykoside der 
Aminosduren, die einerseits von Euler (1931), Maurer (1926) 
und anderen (1932) und andererseits von Heiferich und Mittag 
(1938) erforscht wurden. Eine weitere Moglichkeit der Verbin- 
dung zwischen Zucker und Aminosiuren, das O-Glykosid ist von 
Clutton, Harington und Mead (1987) hergestellt und zu 
interesssanten Versuchen verwandt worden. 

Iseki (1933) hat vor einigen Jahren geplant, Verbindungen 
der Oxymethylfurfurolderivate, die gleichzeitig Zucker und Amino- 
siuren sind, herzustellen und ihre Higenschaften zu untersuchen. 
Zunachst hat er das Oxy-methyl-furyl-alanin synthetisiert und 
fiir eine weitere Moglichkeit der Verbindung zwischen Zucker 
und Aminosduren einen Beitrag geliefert. 

Um die Reaktionsméglichkeiten des Oxymethylfurfurols gegen 
Aminoverbindungen zu priifen, haben wir verschiedene Konden- 
sationsprodukte zwischen Oxymethylfurfurol und N-haltigen Ver- 
bindungen hergestellt und ihre Higenschaften studiert, die in der 
folgenden Tabelle kurz zusammengestellt werden: 


Bezeichnung Schmp. Formel 
HO—— CE 
| ° 
I || H.N-CO-C C-CH:-]0 204 CisH205N2 
Ne . 
O “a 
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 
Bis-(Brenzschleimséure-amid)-methyl-ather (1). 

Zu einer Losung von 1g Bis-(Brenzschleimsiure-chlorid)- 
methyl-ather werden 5 cem konz. wasser. Ammoniaklésung hinzu- 
gegeben und die Mischung im Hisschrank stehengelassen. Nach 
14 Tagen werden die auskrystallisierten Massen abgesaugt und 
ausgewaschen. Die aus absol. Alkohol umkrystallisierten Nadeln 
schmolzen bei 204°. Ausbeute 98% der Theorie. Dieses Sdure- 
amid ist in heissem Wasser, Alkohol und Eisessig loslich. 


4,080mg Sbst.: 8,160mg CO., 1,610 mg H.O. 
3,390 mg Sbst.: 0,309cem N (22°, 765mm). 
CeEOpNe Ber. C 54,54 H 4,54 N 10,60 
Gef. » 54,55 » 4,43 » 10,63. 


Bis-(Brenzschleimsiure-anilid)-methyl-ither (11). 
1g Saurechlorid wird in 20cem Benzol gelést und 1,1 ¢ 
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Anilin versetzt, wobei die Verbindung unter Warme- und Salz- 
saureentwicklung sofort auskrystallisiert. Nach Umliésen aus 
Alkoho] erhalt man 1,37 g (100% d. Theorie) des Saureanilides 
vom Schmp. 169°. Dieses Anilid ist gegen Lackmus sauer und 
loslich in Alkohol, Hisessig, Aceton und Chloroform. 
3,480 mg Sbst.: 8.830mg CO,, 1,470mg H.O. 
3,165mg Sbst.: 0,186 cem N (22°, 765mm). 
CosHooO5No. Ber. C 69,24 H 4,84 N 6,72 
Gef. » 69,20 » 4,73 » 6,85. 


Bis-(Brenzschleimsdure-2-oxyanilid)-methyl-tther (111). 


Bei Anwendung yon :o-Oxyanilin erhalt man in dhulicher 
Weise das Oxyanilid in einer guten Ausbeute. Dieses krystallisi- 
ert aus Alkohol in Quadraten vom Schmp. 329°. Das Anilid ist in 
Wasser unldéslich, in organischen Lésungsmitteln wenig léslich. 

2.635 mg Sbst.: 0.137 cem N (14.5°, 768mm). 
CosH2,907No. Ber. N 6.22 Gef. N 6.24. 


Bis-(Pyromykursiéure-ester)-methyl-ither (1V). 

Hat man 1.4 g (4 Mol) frisch destillierten Glykokollester zu 
einer Lésung von 1g (1 Mol) Sdurechlorid in eiskaltem Aceton 
zugetropft, so bildeten sich sofort 0.87 g¢ Glykokollesterchlorhy- 
drat. Nach dem Herausnehmen des Chlorhydrates wird die 
Acetonlosung ohne Erwirmung bis zur 8eem verdunstet. Wenn 
man der Lésung 20 ccm trocknen Ather zusetzte und mit einem 
Glasstab reibte, so krystallisierten 1.22 g reinen Bis-(Pyromykur- 
sdureester)-methyl-aithers in Nadelchen augenblicklich aus. Der 
aus Aceton-Ather-Umfillung erhaltene Kérper vom Schmp. 107° 
ist in kaltem Wasser kaum, aber in heissem Wasser und in orga- 
nischen Loésungsmitteln einschliesslich Ather und Petrolither 
leicht loslich. 

0.0300 g Sbst.: 2.8eem 1/20-n'H,SO, (nach Kjeldahl). 
Coo HosO.No. Ber. N 6.41. Gef. N 6.53. 


Bis-(Pyromykursiure)-methyl-dther (V). 


Eine Lésung von 0.31g des vorigen in 50cem heissem 
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Wasser wird 70 Min. mit 14cem 0.1-n. Natronlauge auf dem 
Wasserbad am Riickflusskiihler gekocht. Nach Erkalten und 
Zusatz von 14cem 0.1-n. Salzsdure wird die Losung unter ver- 
mindertem Druck bis zur beginnenden Krystallisation eingeengt 
und 3 Stdn. bei 0° aufbewahrt. Aus verd. Alkohol krystallisiert 
die Substanz in Nadeln vom Schmp. 223°. Ausb. 0.22 g (85% d. 
Th.). Diese Carbonsiure ist in Wasser schwer, in Alkohol und 
Hisessig leicht léslich. 
3.965meg Sbst.: 7.380mg COs, 1,580mg H.O. 
5.771 mg Sbst.: 3.042 cem 1/100-n H.SO, Mach Kjeldahl). 
Cie 1eO,Ns.- Ber. C 50.50 H 4.24 N 7.36 
Gef. » 50.76 » 4.46 SS Mette 


Bis-(2-Cinchoninsaure-5-furan)-methyl-dther (V1). 
Zur Lésung von 2,3 g (1 Mol) Di-(furfurol-methyl-2-)-ather in 
100 eem absol. Alkohol und 1,8g (2 Mol) Brenztraubensdure in 
25 ecem absol. Alkohol werden 1,7 g (2 Mol) Anilin, in 25ceem absol. 
Alkohol] gelost, allmihlich zugegeben. Die Mischung wird 3 
Stdn. auf dem Wasserbad am Riickflusskiihler erhitzt, wobei sich 
der braunlich-gelbliche Krystal] schon in der heissen Fliissigkeit 
bildet. Am nachsten Tage werden die Krystalle (0,75g) abgesaugt 
und mit absol. Alkohol gewaschen. Wird die Mutterlauge im 
Vak. zur Sirup verdunstet, mit 100 cem Aceton versetzt und iiber 
Nacht bei 0° aufbewahrt, so erhalt man aus der Acetonlésung 
noch 0,6g gelbe Krystalle. Zur Reinigung werden die vereinigten 
Krystalle in H.O-Pyridin gelost, mit Tierkohle entfarbt und 
dann mit Essigsdure gefallt. Der aus Pyridin-Essigsiure 3-mal 
vmkrystallisierter Bis-(2-Cinchoninsaure-5-furan) -methyl-ather 
schmilzt bei 251°, er ist in verd. Alkali- sowie Sodalésung und 
Pyridin leicht, in Alkohol sehr schwer léslich und in Benzol, 
Aceton, Essigather und Hisessig fast unléslich. 
3,890 mg Sbst.: 9,780mg CO,, 1,385mg H.O. 
3,650 mg Sbst.: 0,171cem N (26,5°, 763 mm). 
0,080 g Sbst.: 3,05eem n/10-KOH zur Neutralisation. 
Cro tec One: Ber. ~C 69,20 H 3,87 WN 5,38 M.-G. 520 
Gef. » 68,57 » 398 » 5,36 » 52 
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BEITRAGE ZUR EMBRYOCHEMIE DER SCHLANGEN. 
VON 


SHINOGU FUKUDA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit zu Taihoku. 
Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 6. Februar 1939) 


I 


Hine der Hauptbedingungen jeder erfolgreichen Unter- 
suchung der sich entwickelnden Hier ist die peinlich genaue 
Kenntnis der einschligigen biochemischen Fragen. Da man bei 
dem Versuch, diese Aufgabe zu lisen, oft auf die friiheren Ent- 
wicklungsstufen zuriickgreifen und diese zur Erklirung heran- 
ziehen muss, und da die winzig kleinen Hier des Menschen und 
der Saugetiere aus leicht ersichtlichen Griinden kaum Gegenstand 
einer exakten Untersuchung werden kénnen, so dienen als. Haupt- 
objekt der Untersuchung vornehmlich grobwahrnehmbare, leicht 
zugangliche und ausserhalb der miitterlichen nutritiven Sphire 
sich entwickelnde Hier. Durch eine Reihe ebenso griindlicher 
wie mihevoller Untersuchungen von Herrn Prof. M. Tomita 
und seinen Schiilern, welche die Entwicklung von Hiihner-, Meer- 
schildkroten-, Hynobius-, Riesensalamander-, Gastropoden- und 
Cephalopodeneiern betreffen, entspringt eine helle Leuchte fiir 
unsere Erkenntnis der Embryochemie. Die in verschiedenen 
Tierarten allgemein verlaufenden Vorginge kdnnen manchmal 
fiir alle Tiere gelten. Man kann also aus den Erfahrungen, die 
sich durch Studium an'oben erwahnten Tieren ergeben, ungefahr 
vermuten, Wie die chemischen Vorgiénge im sich entwickelnden 
Menschenembryonen verlaufen. Wenn die Verwandtschaftver- 
hiltnisse zwischen lebendgebirenden und Hier legenden Arten 
genauer verglichen wiirden, so ware in der Hrkenntnis der Em- 
bryochemie der Menschen und Saugetiere ein grosser Schritt 
vorwirts getan. Dazu ist die Schlange das geeigneteste Unter- 
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suchungsmaterial, weil die Fortpflanzung dieser Tiere in ver- 
schiedener Weise auftritt. Viele Schlangen legen in der Regel 
eine Mehrzahl von Hiern ab. Viele andere bringen auch leben- 
dige Junge zur Welt, entweder ganz wie die Saugetiere, oder 
hiufiger in der Weise, dass sie die Hier im Mutterleibe so weit 
auftragen, dass die Jungen die diinnhautige Hischale zerreissen 
und bereits vollstandig entwickelt geboren werden. 

Da es nun dusserst schwer ist, eine zur Untersuchung aus- 
reichende Zahl frisch gelegter Eier zu bekommen und die gelegten 
Hier kiinstlich zu bebriiten, so blieb dieses Ei bei dem Studium 
der Embryochemie, besonders die Bebriitung, bisher ganz un- 
beriicksichtigt. Bei einer gliicklichen Gelegenheit und nach 
langen Bemtihungen konnte ich im vorigen Sommer ein grosses 
Quantum frisch gelegter Kier 12 verschiedener Schlangenarten 
bekommen und habe diese bei meinen chemischen Untersuchungen 
auf Kohlehydrate, N-haltige Verbindungen, Fettstoffe und Miner- 
albestandteile verwendet. 

Es folgt hier eine Tabelle, die das Gewicht, die Grosse und 
das Verhaltnis von Schale und Inhalt zusammenstellt. 


TABELLE I. 

Grosse ‘ Schale 

Arten der Schlangen Liingel Dicke ne ermine 
(nN B) | (ey) (g) 

Elaphe Taineurus 4,8 3,0 29,01 4,51 | 15,5 24,50 
Elaphe Carinata 5,2 350) 1) 26,23 LOT ats) 24,26 
Ptyas Mucosus 4,8 3,0 21,82 2,59 | 11,8 19,23 
Naja Naja Atra 4,8 2,2 | 14,50 0,62 | 4,2 13,88 
Zaocys Nigromarginatus Oshimai | 3,8 Pe 8,61 a eS a 382) 7,47 
Ptyas Korros 4,1 AL 8,26 1,82 | 22, 6,44 
Bungarus Multicinctus 3,3 1,9 7,92 0,45 | 5,6 7,47 
Trimeresurus Muerosquamatus 4,1 2,0 7,89 0520 332 7,64 
Natrix Piscator 250 15 2,46 0,10 4,2 2,36 
Natrix Annularis 3,0 Alar é 4,32 0,08 | 1,8 4,24 
Macropisthodon Rudis Carinatus 1,9 ill 2,22 0,04 | 1,8 2,18 
Enhydris Plumbea 1,8 1,5 1,08 0,02 | 1,8 1,06 
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Die Grésse und die Form der oben ge 


schilderten Schlangen- 
eler sind aus den beigelegten Bilder 


n ersichtlich. 


Abbildung I. 


Die Grosse und die Form der Hier. 


Elaphe Carinata Elaphe Taineurus Ptyas Mucosus Naja Naja Atra 
1/2 nat. Gr. 1/2 nat. Gr. 1/2 nat. Gr. 1/2 nat. Gr. 


Zaocys Nigromar- Ptyas Korros 


Bungarus Trimeresurus 


ginatus Oshimai 5/8 nat. Gr. Multicinetus Mucrosquamatus 
5/8 nat. Gr. 


5/8 nat. Gr. 5/8 nat. Gr. 


Natrix Annularis Natrix Piseator 
2/3 nat. Gr. 2/3 nat. Gr. 


ines aaa ae Enhydris Plumbea 
Carinatus 3/4 nat. Gr. 1/2 nat, Gr. 


Tf 


1. Der Wassergehalt der Schlangencier. Zuniichst wurde 
der Hiinhalt sorgfaltig verdampft und der Wassergehalt bzw. die 
Trockensubstanzmenge festgestellt. 


Dabei zeigt*sich folgendes 
Resultat. (vgl. Tabelle II) 
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TABELLE II 


Wassergehalt Menge der 
Arten der Schlangen des Hiinhaltes Trockensubst. 

in % in % 
Elaphe Taineurus 73,0 27,0 
Elaphe Carinata 67,7 B28 
Ptyas Mucosus 69,6 30,4 
Naja Naja Atra 74,3 25,7 
Zaocys Nigromarginatus Oshimai 81,9 18,1 
Ptyas Korros 79,9 20,1 
Bungarus Multicinctus 66,9 33,1 
Trimeresurus Mucrosquamatus 72,4 27,6 
Natrix Piscator 65,5 34,5 
Natrix Annularis 72,5 27,5 
Macropisthodon Rudis Carinatus 63,3 36,7 
Enhydris Plumbea , 64,1 35,9 


2. Der freie und gebundene Zucker 1m Schlangenei. Was 
nun den Kohlehydratstoffwechsel bei der Hientwicklung betrifft, 
so wurde die freie Glukose von Bywaters (1913), Sato (1916), 
Idzumi (1924) und Tomita (1928), die gebundene Glukose von 
Sagara (1930) und das Glykogen von Idzumi (1924), Murray 


TABELLE III. 


Menge des freien Menge des 

Arten der Schlangen ee is ee 

(%) Hiinhalt (%) 
Hlaphe Taineurus 0,0042 0,2438 
Elaphe Carinata 0,0035 0,2104 
Ptyas Mucosus 0,0038 * 0,2315 
Naja Naja Atra 0,0025 0,3104 
Zaocys Nigromarginatus Oshimai 0,0081 0,8683 
Ptyas Korros 0,0053 0,3148 
Bungarus Multicinctus 0,0061 0,2855 
Trimeresurus Mucrosquamatus 0,0029 0,1989 
Natrix Piscator 0,0017 0,2423 
Natrix Annularis 0,0062 i 0,3824 
Macropisthodon Rudis Carinatus 0,0039 0,1839 
Enhydris Plumbea 0,0052 Ossone, 
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(1926) und Kataoka (1931) bei Hiihner-, Meerschildkriten- und 
Amphibieneiern gepriift. 

Ich habe die Beantwortung dieser Frage nun beim Sch- 
langenei unternommen. Als Untersuchungsmaterial benutzte ich 
nur frisch gelegte Hier. 

Die Ergebnisse sind in der Tabelle III enthalten. 


3. N-haltige Verbindungen des Schlangeneics. Um die Men- 
genverhaltnisse der Reststickstofformen gegentiber dem Gesamt- 
stickstoff zu finden, habe ich zunichst die Gesamtstickstoffmenge 
des Hies ermittelt. Das Kreatin und das Kreatinin wurden nach 
der Enteiweissung mit Schenckscher Losung nach Folin und 
Denis kolorimetrisch bestimmt. 

Die Befunde sind kurz in Tabelle IV zusammengestellt 
worden. 

Stellt man die Resultate einander gegeniiber, so findet sich 
eine grosse Verschiedenheit der Kreatin- und Kreatininmenge 
unter einzelnen Schlangenarten. Was die Menge des Gesamt- 
und Reststickstoffes: betrifft, so zeigten sich keine grossen Schw- 


ankungen. 


TABELLE IV. 


Arten der Schlangen Gesamt-N Rest-N Kreatin “Kreatinin 
(Fe) (%) i) (%o) 
Elaphe Taineurus Slioe 0,0844 0,0092 0,0029 
Elaphe Carinata 2,9802 0,0840 0,0094 0,0029 
Ptyas Mucosus yl les Py 0,0826 0,0100 0,0028 
Naja Naja Atra 2,2608 0,0596 0,0089 0,0029 
Zaocys Nigromarginatus Oshimai 2,3267 0,0602 0,0095 0,0026 
Ptyas Korros 3,0688 0,0815 0,0099 0,0032 
Bungarus Multicinctus 83,1593 0,0694 0,0102 0,0020 
Trimeresurus Mucrosquamatus 2,1957 0,0655 0,0109 0,0031 
Natrix Piscator 38,2428 0,0823 0,0101 0,0026 
Natrix Annularis 2,2868 0,0620 0,0097 0,0030 
Macropisthodon Rudis Carinatus 3,3011 0,0814 0,0096 0,0027 
Enhydris Plumbea 3,1469 0,0786 0,0116 0,0032 


4. Der Gehalt des Schlangencies an Fettstoffen. Um _ ge- 
wisse Anhaltpunkt fiir die Zusammensetzung der Fettsubstanzen 
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von Schlangeneiern zu erhalten, wurden die sogenannten Kenn- 
zahlen ermittelt. Die Bestimmungen ergaben folgende Tabelle. 
(Tabelle V) 


TABELLE V. 

Arten der Schlangen Siure-Z| Vers. Z |M-Reich.| Polensk.| Jod-Z 
Elaphe Taineurus 3,74 | 123,38 0,93 0,33 35,53 
Elaphe Carinata 3,66 157,27 0,93 0,73 39,15 
Ptyas Mucosus 3,13 147,43 1,32 0,41 37,05 
Naja Naja Atra 9,24 193,98 0,78 0,49 36,73 
Zaocys Nigromarginatus Oshimai 3,08 185,32 1,58 0,95 38,88 
Ptyas Korros 4,23 189,75 1,45 0,73 39,12 
Bungarus Multicinetus esal 192,81 1,56 0,29 38,06 
Trimeresurus Mucrosquamatus 932 198,06 1,25 0,93 | 34,31 
Natrix Piseator 8,79 178,26 1,66 0,87 37,97 
Natrix Annularis 9,67 194,51 ial} 0,39 38,92 
Macropisthodon Rudis Carinatus 3,89 187,21 1,14 0,58 32,095 
Enhydris Plumbea 5,26 195,15 0,97 0,82 39,61 


Zur Isolerung der Fettsubstanzen wurde der Hiinhalt mit 
Alkohol und Ather erschépfend extrahiert und aus verschiedenen 
Fraktionen die Phosphatide und Cholesterin dureh Ausfallung 
und Extraktion getrennt. Zum Lecithinstoffwechsel einige Kennt- 


TABELLE VI. 

Gesamt- | Phospha-| Chole- Gesamt- 

Arten der Schlangen Fette tide sterin Cholin 

(%o) (%) (%) (%) 

Elaphe Taineurus 13,96 0,871 0,421 0,100 
Elaphe Carinata 14,10 0,927 0,320 0,109 
Ptyas Mucosus 14,30 1,018 0,427 0,122 
Naja Naja Atra WEDS 0,001 1,812 0,105 
Zaocys Nigromarginatus Oshimai 11,10 0,815 0,319 0,092 
Ptyas Korros 14,06 0,725 0,337 0,078 
Bungarus Multicinctus 12,73 1,022 0,310 0,123 
Trimeresurus Mucrosquamatus 12,47 0,867 0,375 0,100 
Natrix Pisecator 12,75 1,164 0,389 0,134 
Natrix Annularis 11,09 1,021 0,375 Oni2s 
Macropisthodon Rudis Carinatus 13,82 0,005 0,473 0,114 
Enhydris Plumbea 12,51 1,289 0,425 0.138 
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nisse beizutragen, habe ich daneben auf das Gesamtcholin ver- 
arbeitet, 

Die Resultate sind in Tabelle VI zusammengestellt. 

Aus der Tabelle geht hervor, dass im Kobraei das Cholesterin 
im Vergleich zu anderen Schlangeneiern bedeutend reichlich vor- 
handen ist, wahrend der Gehalt des Kobraeies an Phosphatide 
im Gegensatz dazu sehr klein ist. 


TABELLE VII a. 


; Arten der Schlangen ae uy Na,Q fad MgO 
(%) (%) (%) (%) (%) 

Elaphe Taineurus 83,7213 | 0,1621 | 0,1135 | 1,4268 | 0,0687 
Elaphe Carinata 3,6581 | 0,1518 | 0,1102 | 1,1862 | 0,0694 
Ptyas Mucosus 3,8023 | 0,1471 | 0,1172 | 1,1724 | 0,0702 
Naja Naja Atra 38,7315 | 0,1283 | 0,1148 | 1,3848 | 0,0691 
Zaocys Nigromarginatus Oshimai | 3,8213 | 0,1493 | 0,1369 | 1,2196 | 0,0721 
Ptyas Korros 38,7623 | 0,1328 | 0,1273 | 1,1892 | 0,0698 
Bungarus Multicinctus 38,8015 | 0,1211 | 0,1073 | 1,1688 | 0,0672 
Trimeresurus Mucrosquamatus 83,7127 | 0,1634 | 0,1095 | 1,1404 | 0,0658 
Natrix Piscator 4,0213 | 0,1733 | 0,1227 | 1,3096 | 0,0924 
Natrix Annularis 83,6083 | 0,1291 | 0,1187 | 1,2056 | 0,0623 
Maceropisthodon Rudis Carinatus 83,7512 | 0,1253 | 0,1241 | 1,2078 | 0,0752 
Enhydris Plumbea 4,0027 | 9,1121 | 0,1084 | 1,1208 | 0,0881 


TABELLE VII b. 


P20; (%) SO, Cl SiO, 


Arten der Schlangen 


Anorg.| Org. (%) (%) (%) 
Elaphe Taineurus 0,1013 | 1,3245 | 0,0257 | 0,0597 | 0,0042 
Elaphe Carinata 0,1192 | 1,4660 | 0,0249 | 0,0565 | 0,0037 
Ptyas Mucosus 0,0993 | 1,3728 | 0,0263 | 0,0621 | 0,0041 
Naja Naja Atra 0,1327 | 1,6702 | 0,0485 | 0,0633 | 0,0036 
Zaocys Nigromarginatus Oshimai | 0,1235 | 1,2314 | 0,0392 | 0,0791 | 0,0029 
Ptyas Korros 0,1261 | 1,5615 | 0,0376 | 0,0682 | 0,0027 
Bungarus Multicinctus 0,1133 | 1,2035 | 0,0348 | 0,0595 | 0,0031 
Trimeresurus Mucrosquamatus 0,0973 | 1,1963 | 0,0213 | 0,0774 | 0,0029 
Natrix Piseator 0,1207 | 1,5924 | 0,0437 | 0,0647 | 0,0043 
Natrix Annularis 0,0923 | 1,3134 | 0,0286 | 0,0612 | 0,0028 
Macropisthodon Rudis Carinatus 0,1054 | 1,3084 } 0,0392 | 0,0556 | 0,0032 
Enhydris Plumbea 0,0986 | 1,3752 | 0,0451 | 0,0562 | 0,0033 


132 S. Fukuda: 


5. Anorganische Bestandtetle des Schlangeneies. Im An- 
schluss an die bereits angegebenen Beobachtungen (1930-1936) 
bei Vogel-, Reptilien-, Amphibien-, Gastropoden- und Cephalo- 
podeneiern habe ich den Versuch unternommen, die anorganischen 
Bestandteile des Schlangeneies zu ermitteln. 

Die quantitative Zusammensetzung der einzelnen Mineral- 
bestandteile lasst sich aus Tabelle VII ersehen. 

Aus der Tabelle ersicht man, dass der grosste Teil der 
Aschen aus Kalkphosphat und zwar aus organischen Phosphaten 
besteht. Unter den einzelnen Schlangenarten bemerkt man keine 
grosse Verschiedenheit. 


iii 


Man muss erwarten, dass die im Hiinhalt wahrend der Hi- 
entwicklung nachweislichen chemischen Prozesse auf eine Uber- 
fiihrung der vorhandenen Vorratsstoffe des Eiinhaltes in die in 
der Bildung begriffenen Gewebe und Organe des Keimlings hin- 
auslaufen. Man bestimmt sie also grundsatzlich durch successive 
Analyse des Hiinhaltes auf die in Frage kommenden Substanzen 
im Laufe der Hientwicklung. 

Bei eilegenden Schlangenarten miissen der Entwicklungsgrad 
und die chemischen Vorgéinge bei verschidenen Entwicklungs- 
stufen nur durch kunstliche Bebriitung festgestellt werden. Nach 
langwierigen Bemiihungen und wiederholten Misserfolgen gelang 
es mir, die frisch gelegten Hier von Elaphe Taineurus (Abb. 2.) 
unter sorgfaltiger Pflege 76 Tage lang zu bebriiten. Nach dieser 
Bebriitungsdauer schltipften die Jungen aus, die durchschnittlich 
44em Lange und 23 ¢ Gewicht haben. 

Bei den Versuchen mit lebendgebirenden Schlangeneiern 
konnen die im Mutterleibe sich entwickelnden Hier Gegenstand 
einer exakten Untersuchung werden. Um die physikalischen 
Hxistenzbedingungen der Organismen einigermassen zu_ er- 
schliessen, und um gewisse Anhaltspunkte tiber die Aufspaltung, 
Uberfiihrung und Umwandlung der organischen und anorgani- 
schen Substanzen der Hibestandteile zu erhalten, wurden die 
pH-Werte des Hiinhaltes bestimmt. Sie schwanken in einer er- 
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Frisch gelegte Hier von Elaphe Taineurus. 


Abbildung 2. 


lasslichen Begrenzung. 


Wie aus Tabelle VIII ersichtlich,, ist die 


Reaktion bei den mittleren Entwicklungsstufen schwach sauer 
und reagiert gegen Ende der Hientwicklung immer alkalisch. 


TABELLE VIII. 


Gewicht des Eies Bemerkungen 
Arten der Schlangen | im Mutterleibe pH-Wert uber die 
(g) Entwicklung 
352 7,2 Anfang der 
7,1 7,3 Entwicklung 
9,8 6,7 
12,5 6,6 
Blaphe Taineurus 16,3 6,7 
17,2 6,8 
25,3 7,3 
27,0 8,0 Ende der 
29,0 8,4 Entwicklung 
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3,0 7.3 Anfang der 
43 7,4 Entwicklung 
6,1 6,8 
10,2 6,9 
. 7 12,0 6.7 
Elaphe Carinata 15,0 6,6 
16,9 6,5 
Al hg 
23,0 7,4 Ende der 
26,0 8,6 Entwicklung 
2,7 7,2 Anfang der 
| 5,1 7 Entwicklung 
8,0 7,0 
11,0 7,0 
Ptyas Mucosus 14,3 67 
17,0 6,6 
nie 7,6 Ende der 
22,0 8,0 Entwicklung 
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UBER DIE CHEMISCHEN BESTANDTEILE DES 
SCHNECKENEIES. 


VON 


SHINOGU FUKUDA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit zu Taihoku. 
Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 6. Februar 1939) 


Wenn unsere Kenntnisse hinsichtlich der chemischen Be- 
schaffenheit der Hier wirbelloser Tiere in gar keinem Verhilt- 
nisse zu dem Interesse stehen, das die morphologisch arbeitenden 
Naturforscher seit eimem Jahrhunderte diesen Gebilden entgegen- 
gebracht haben, so lasst sich dafiir nicht einmal die Entschul- 
digung geltend machen, dass das Untersuchungsmaterial in der 
erforderlichen Mengen allzu schwer zu beschaffen wire. 

Um Hier der Cephalopoden zur embryochemischen Untersuch- 
ung reichlich zu beschaffen und zur reifen Entwicklung zu veran- 
lassen, hat Kamachi (1935) tber 1000 befruchtete Weibchen 
des japanischen Lanzenkalmers lebend gefangen, in Wasserstuben 
gesetzt und auf die darin schwimmenden Holzplatten die Hier 
ablegen lassen. 

Was die chemischen Bestandteile der marinen Gastropoden- 
eier betrifft, hat Y. Komori (1926) zunachst die Mukoidsubstanz 
in der Hisackfliissigkeit des Hemifusus tuba Gmel. gefunden und 
weiter die chemische Zusammensetzung des Vitellins dieses Tieres 
untersucht. Es sei hier daran erinnert, dass die im marinen 
Gastropodenei vorhandenen Reststickstofformen und Kalksalze 
nach Kumon (1933) sich wahrend der Hientwicklung stetig ver- 
mehren und dass diese Vermehrung auf der Stoffzufuhr aus 
Seewasser beruht. 

Um eine Mobilisierung einzelner Hibestandteile und ihre 
Uberfiihrung in den Embyo wahrend der Bebriitung zu ersehen, 
muss man die organischen und anorganischen Stoffe in ganz 
verschiedenen Entwicklungsstadien des jungen Tieres moglichst 
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systematisch verfolgen. Dazu geeignet sind die Hier der Schn- 
ecke, welche ausserhalb des miitterlichen Organismus sich ent- 
wickeln und alle Elemente des jungen Tieres enthalten, so dass 
sie keine Stoffzufuhr von aussen brauchen. 

Hine Landschnecke, Achatina fulica Férussac genannt, wurde 
vor mehreren Jahren aus tropischen Gegenden hierher in Formosa 
eingefiihrt, indem sie dem Menschen einen bestimmten Nutzen 
leistet, und zwar dadurch, dass sie ihm in ihren Weichteilen eine 
in vielen Liindern iiberaus geschatzte Nahrung darbietet. Heut- 
zutage ist ihr Verbrauch hier ein viel geringerer, weil sie schad- 
lich erscheint, insofern sie mit’ besonderer Vorliebe Kulturpflanzen 
nachstellt. Der Gartner wird sie daher stets vernichten. 

Zur Entwicklung werden die Hier abgelegt. Die Schnecke 
bringt die Hier sehr sorgsam unter. Sie grabt eine Héhlung in 
die Erde, ein engerer, trichterformiger Zugang ftihrt hinein; 
durch diesen streckt die Schnecke den Vorderleib und lasst Hi 
auf Ei hinabfallen. Dann wird die Offnung geschlossen. 

1. Die Grésse und das Gewicht des Eves. Die Hier sind 
rundlich oval. Die Linge des Hies betragt 5mm, die Dicke 
desselben 3mm. Die Schale bildet mehr oder weniger eine per- 
gamentartig derbe Umhiillung des eigentlichen Hies. Das Ge- 
wicht der gereinigten Schale betrigt ungefahr 16,5% des Gesamt- 
gewichtes vom unbebriiteten Ei. Was das Gewicht der Hier 
betrifft, so zeigt es keine grosse Schwankungen. Bei meinen 
Untersuchungen habe ich als Mittelwert fiir 47100 Hier 47,7meg 
gefunden. Das Verhaltnis von Schale und Eiinhalt wird kurz 
in folgender Tabelle zusammengestellt. 


TABELLE I. 
nore en Mittelwert des Gewichts von 1 Hi 
ganzes Hi 2247,5 g 47,7 mg 100,0% 
Schale 370,5 g 7,87 mg 16,5% 
Kiinhalt 1877,5 ¢ 39,83 mg 83,5% 


t 


2. Nahrstoffverteiung im Schneckenet. Um die chemischen 
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Zusammensetzungen des Hiinhaltes zu erkennen, habe ich den 
Gesamteiinhalt der 47100 Hier (=1877,5g) auf dem Wasserbade 
verdampft, mit Alkohol und dann mit Ather extrahiert. Der 
Alkohol-Ather-Extrakt enthilt Fette, Cholesterin, Phosphatide 
und Milchsiure. In dem in Alkohol-Ather unldslichen Riickstand 
_ konnen wir Eiweissstoffe, Zucker, Kreatin, Kreatinin und Salze 
finden. In 47100 Hiern verteilen sich die Nahrstoffe wie folet. 


TABELLE II 


Fettstoffe 


Fettfreie Trockensubst. 


47100 Hier a 
(=1877,5g | Wasser Sot eee . Ain tae. | Wiweissfreie 
Inhalt) Fette pnesphe hols Hin ve Trocken- 
tide sterin stoffe cae 
le TES ___|___subst. 
g 1468,50 2,10 0,48 0.17 191,80 214,45 
% 78,21 0,11 0,02 0,00 10,21 11,44 


Unter den stickstoffreien Extraktstoffen wurden freie und 
gebundene Zuckerart gefunden, deren Menge 0,07% und 0,06% 
war. d-Milchsiure wurde als Li-Salz polarimetrisch ermittelt. 
Sie ist nur 0,007% vorhanden. Kreatin und Kreatinin sind nur 
kolorimetrisch bestimmbar. Wasserunlosliche Substanz betragt 
1,08%. 

3. Anorganische Bestandteile. In der Asche wurden Phos- 
phorsdiure, Schwefelséure, Chlor, Natrium, Kalium, Calcium- 
Magnesium und Kieselsaure konstatiert. Die quantitative Zu- 
sammensetzung der einzelnen Mineralbestandteile ist der Ubers, 
ichtlichkeit in halber Tabelle III zusammengestellt. 


TABELLE III 


Mineralbestandteile im ganzen Eiinhalt % 


OL NaS.) PCa) |) <ipO!. |). P20; SO, er | Si, 


0,3825 


0,03 74 0,0181 1,2946 0,0225 0,2515 0,0295 0,0556 


Aus der Tabelle ersieht man, dass der grésste Teil der 
Asche aus Kalksalzen besteht, wahrscheinlich aus Ca-Phosphat. 
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Es ergab sich weiter als wesentlicher Befund, dass der Gehalt. 
an Silikat im Vergleich zu den Hiern von anderen Tierarten 
bedeutend hoch ist. 


4. Gesamt- und Reststickstoff. Bei der Ermittlung des 
Gesamt- und Reststickstoffes stellt sich heraus, dass die Gesamt- 
stickstoff- und Reststickstoffmenge des Schneckeneies im Vergleich 
zu marinen Gastropodeneiern viel grésser ist und sie ist fast 
gleich gross wie die der Meerschildkroteneier. Die nachfolgende 
Tabelle IV zeigt die Ergebnisse. 


TABELLE IV 
x Rest-N durch Amino-N nach 
es ori Boe PWS fallbaren van Slyke 
(%) (%) Natur (%) (%) 
1,6351 0,0198 0,0085 0,0052 
Alay Ma iL 0,0190 90,0079 0,0046 
1,6231 0,0194 0,0082 0,0049 


5. Uber Fermente im Schneckenei. 


Was nun die Fermente 


im Ei betrifft, so haben viele Forscher das Hithnerei zum Stu- 
dium gewahlt. Herlitzka (1907), Takahashi (1935) und 
Takamatsu (1935) haben die Fermentwirkuug im Amphibienei 
untersucht. Andererseits hat Sagara (1929) im Reptilienei und 
Kamachi (1936) im Cephalopodenei ahnliche Untersuchungen 
ausgefiihrt. Sie kamen zu dem Schluss, dass die Quantititen 
der Fermente und ihre Lokalisation bei verschiedenen Tierarten 
sich sehr ahnlich verhalten. 

Um das Verhalten der Fermentwirkung bei Vogel-, Repti- 
lien-, Amphibien-, Cephalopoden- und Gastropodeneiern mitein- 
ander zu vergleichen, habe ich das Studium der Fermente im 
Schneckenei aufgenommen. Unter den Fermenten untersuchte 
ich auf Amylase, Esterase, Nuklease, Arginase, Phosphatase und 
proteolytische Fermente. Im frischen Ei sind die Wirkungen 
der Amylase, Esterase und Nuklease sehr stark. Ausserdem sind 
Arginase, Phosphatase und Trypsin nachweisbar. Die stirkeren 
Fermentwirkungen im frischen Schneckenei deuten darauf hin, 
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dass die Bebriitungsdauer des Schneckeneies sehr kurz ist und 
sich dadurech die chemischen Umwandlungen der einzelnen Ki- 
bestandteile schon von Anfang der Entwicklung an'lebhaft voll- 
ziehen. 
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UBER DIE N-HALTIGEN EXTRAKTIVSTOFFE, 
BESONDERS DIE ORGANISCHEN BASEN 
DER BAUCHSPEICHELDRUSE. 


VON 


SHINOGU FUKUDA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Kaiserlichen Universitit cu 
Taihoku. Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 6. Februar 1939) 


Bei der grossen Rolle, welche der Bauchspeicheldriise im 
Haushalt des Kérpers zufallt, und bei den komplizierten chemi- 
schen Prozessen, die sich in ihr abspielen, sollte man annehmen, 
dass die N-haltigen Extraktstoffe dieses Organes in allererster 
Linie das Interesse der Physiologen auf sich gelenkt hitten. 
Bekanntlich besitzt das Pankreas einerseits eine exkretorische 
und andererseits eine inkretorische Funktion. 

In der Hoffnung, dass man durch genaue chemische Unter- 
suchung des Pankreas-Extraktes vielleicht dahin gelangen kénne, 
die Muttersubstanzen des Inkretstoffes und der Pankreasfermente 
etwas weiter aufzuklaren, habe ich im Anschluss an bereits mit- 
geteilte Beobachtungen den Versuch unternommen, N-haltige Ex- 
traktivstoffe besonders die organischen Basen der Bauchspeichel- 
driise moglichst systematisch und quantitativ zu verfolgen. 

Zur Beschaffung des erforderlichen Materials ist das 
Schweinepankreas geeignet, da im hiesigen Schlachthofe tber 
zweihundert Schweine tiglich getétet werden. Méglichst frische 
Schweinepankreas wurde fein -zerkleinert und mit Alkohol iiber- 
gossen. Der Niederschlag wurde unter Ather von den anhaften- 
den Spuren von Fett befreit und dann mit warmem Wasser extra- 
hiert. Aus sduerlichen vereinigten Extrakten wurde das Protein 
in der Hitze koaguliert. Das Filtrat wurde dann durch Tannin- 
Blei-Methode vollstindig enteiweisst. Nach dem Hinengen des 
eiweissfreien Filtrates hat man das krystallinisch ausgeschiedene 
Tyrosin und Leucin beseitigt. Das eingeengte Filtrat wurde in 
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schwefelsaurer Losung mit Phosphorwolframsaure gefallt. 


J. FALLUNG DURCH PHOSPHORWOLFRAMSAURE. 


Dargestellt wurden auf diese Weise reichliche Mengen von 
Phosphorwolframsadure-Fallung; dazu waren 24,42 kg Schweine- 
pankreas erforderlich. Aus dieser Fallung wurden organische 
Basen entweder als Pikrat order als Pikrolonat rein krystalli- 
nisch erhalten. 

Das Phosphorwolframat wurde in tiblicher Weise mit Baryt 
zersetzt und dann mit Kohlensaure ausgefallt. Die eingeengten 
Losungen reagierten stark alkalisch. Wird die Abwesenheit des 
Bariums in der Losung mit Schwefelsaure geprift, setzt man 
eine konzentrierte Pikrinséurelosung bis zur neutralen Reak- 
tion hinzu und lasst die Losung im HEisschrank stehen. Nach 
einigen Tagen schieden sich schone Krystalle aus, die scharf bei 
250° schmelzen. 

3,357mg Substanz gaben 4,550mg CO, und 0,975mg H.O. 
3,102mg » ” 0.529cee Ns (765mm, 18°). 
0,2903 g ” ” 0,2400g Pikrinsaure 
©, oH ogN14(CgH3N30,) 
Ber. C 36,49% H 3,39% N 20,03% Pikrinsdure 81,93% 
Gef. » 36,962 » 3,95 %» 20,12 ” 82,67 » 


Wenn das Pikrat mit Schwefelséure angesduert, die Pikrin- 
siure mit Ather extrahiert, die Schwefelsiure mit Baryt entfernt 
und die regenerierte Lisung mit Pikrolonsiure versetzt wurde, 
so schied sich ein Pikrolonat aus, das bei 280° schmilzt. 

Man hat andererseits die Verbindung als Phosphat krys- 
tallinisch erhalten, welche bei 235° schmilzt. 

Es unterliegt keinem Zweifel, dass die hier erhaltene Sub- 
stanz mit dem Spermin von Dudley (1924) und Wrede (1927) 
identisch war. 

Die Mutterlauge des Sperminpikrates wurde nach dem Hin- 
engen im Hisschrank mehrere Tage lang stehen gelassen. Dabei 
schied sich eine hubsch krystallisierte Masse aus, die nach Um- 
krystallisieren scharf bei 208° schmilzt. Die Analysen ergaben 
folgende Werte: 
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3,980mg Substanz gaben 5,240mg CO, und 1,280mg H.0. 


3,170 ” ” 
3,010 ” ” 
3,250 ” ” 
0,5947g 9» » 
C,H19N33(CoH3N;30,) 
Ber. C 36,06% 
Gef. + 35,93 » 
» 36,01 » 


DSI ah 0,970 : 
0,516cem Nz (18°, 765mm). 


0,557 »  N, (18°, 765mm). 

0,4943¢@ Pikrinsdure. 
H. 3,36% N 20,19% Pikrinsdure 82,57% 
Sa OUD Iie? » 20,25 » ” 83,12 » 
» 3,41 » » 20,24 » 


Die Substanz erwies sich also als Spermidinpikrat. 
Der Sirup, der durch Eindampfen der Filtrate von Sper- 


midinpikrat erhalten wurde, krystallisierte nicht mehr. 


Losen in 


wurde die Pikrinsdure befreit. 


Durch 


schwefelsaurem Wasser und Extraktion mit Ather 


Nach dem Einengen werden die 


schwer krystallisierbaren Basen wieder als Phosphorwolframat 


ausgefallt. 


Die Phosphorwolframsaurefillung wurde nach der Regene- 


ierung in bekannter Weise wieder mit Pikrinsdure gefallt. 
Explosionspunkt der gereinigten Krystalle lag bei 258°. 


Analyse ergabe; 


Der 
Die 


3,915mg Substanz guben 5,565mg CO, und 1,550mg H.O. 


4,185 ” » 
3,012 » » 
0,8748¢ » » 
CoH1sN2020.HsN30, 
Ber. © 38,40% 
Gef. » 38,77» 
» 38,61» 


5,952 ” 1,650 ” 
0,475ecm N,» (18°, 765mm). 


0,53881g Pikrinsdure. 
H 4,53% N 18,67% Pikrinsiure 61,06% 
» 4,43 » » 18,61 » ” 61,51 » 
» 4,4] » 


Damit ist das Vorkommen von Lysin in Pankreassextrakt 


festgestellt. 


Wenn man die Mutterlauge von Lysinpikrat noch weiter 
einenet und in Hisschrank stehen lasst, so beginnt allmahlich 
eine Krystallisation von Argininpikrat. 


3,500mg krystallwasserfreie Substanz gaben 4,615 mg CO, und 1,320mg H.0. 


3,697 » 
4,125 ” 
C,H1,02N.CoH,N 20, 
Ber. © 35,71% 


Gef. » 35,96 » 


» 35,70» 


4,840 ” 1,560 ” 
0,848cem N, (18°, 765mm). 


” ” 


” ” 


H 4.21% N 
» 4,22 » ” 


» 4,12 » 


24,31% 
24,29 » 
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Die Argininfraktion schien ausser dem Arginin noch ein 
andere Base zu enthalten. Die Mutterlauge des Argininpikrates 
gibt nach Tagen feinnadelige Krystallisationen, die schon dem 
Aussehen nach sich von Lysin und Arginin deutlich unterschei- 
den. Diese Krystalle zeigten den Schmelzpunkt 221°. 

3,980mg Substanz gaben 5,370mg CO, und 1,250mg H,0. 
3,495 ” ” 0,598acm N, (20°, 760mm). 
CsHiusN22(CaH3N207) 

Ber. C 36,43% 4H 3,71% N 20,00% 

Gef. ee Bhonslien ee Beall 2 isles 

Die Base ist daher wahrscheinlich Cadaverin. 

Wenn man die Mutterlauge des Cadaverinpikrates ausge- 
Athert, die Schwefelsiure mit Baryt entfernt und die regenerierte 
Basenlosung mit Pikrolonsiure versetzt, so schied sich Histidin- 
pikrolonat als schéne Krystalle aus, die sich bei 232° zersetzen. 

3,380mg Substanz gaben 5,664mg CO, und 1,268mg H.O. 
3,142 ” ” 0.622 cem Ne (19°, 763mm) 
C,H,N,02C,>H.N.O; 


Ber. -C 45,82% H 4,06% N 23,39% 
Gef. » 45,70 »%» 4,17 9 23,24 


IJ. Fiurrat per PHosSPHORWOLFRAMSAURE-H'ALLUNG. 


Wahrend aus der Phosphorwolframsaurefillung die oben er- 
wahnten Basen isoliert wurden, wurden aus dem Filtrat Inosit, 
Asparaginsaure, Bernsteinsiure, Uracil und Alanin erhalten. 

Inosit wurde als Hexabenzoylinosit rein krystallinisch ge- 
trennt. Die Bernsteinséiure hat man durch Ausathern dargestellt. 
Wenn man die letzte Mutterlauge mit Silberoxyd behandelt, so 
fallt das Uracil volistandig aus und nach dem Zerlegen des 
Silbers mit Schwefelwasserstoff scheidet es als freie Substanz 
krystallinisch aus. 

Das Filtrat der Silberfallung wurde mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt, die von Schwefelsilber abfiltrierte Lisung eingeengt und 
mit absolutem Alkohol extrahiert. Der Alkoholextrakt wurde 
nach dem Verdunsten des Alkohols in wenig Wasser gelést und 
in ublicher Weise benzoyliert. Wird die dlig ausgeschiedene 
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Benzoylverbindung zerlegt, so bekommt man daraus Alanin in 
Krystalform. 


Analyse: 


Hexabenzoylinosit 
3,256mg Substanz gabon 8,516mg CO, und 1,316mg H.O. 
C-.H,0,6(C,H,O) Ber. C 71,68% EH 4,51% 
Gef. 93 7158323 92 AAO ss 


Bernsteinsaure 
4,060mg Substanz gaben 6,050mg CO, und 1,845mg H.O. 
3,780 ” as 5,600 ” TLS ” 
CiH.Oz Ber. C 40,68% H. 5,08% 
» 40,64 » » 5,08 » 
» 40,40 » » 5,08 » 
Uracil 
3,585mg Sub:tanz gaben 5,640mg CO, und 1,205mg H.O. 
2) Sy) ” ” 0,519cem Nz (10°, 770mm). 


C.,H,O2.Ne Ber. OC 42.86% H 3,57% N 25,00% 
Gef. » 42,91 » 3,76 +» 24,83 » 


Alanin 
3,600mg Substanz gaben 5,320mg COs und 2,500mg H:20. 
4,105 ” ” 6,110 ” 2,780 ” 
3,580 ” ” 0,490cem Ne (30°, 760mm). 
BINS) ” ” 0,431eem Ny» (30,5°, 762mm). 


C3H,O2N Ber. © 40,43% H 7,92% WN 15,72% 
Gef. » 40,80» » 7,779 » 15,42» 
» 40,59 » » 7,58 » » 15,40 » 
Die Gesamtmenge der aus Schweinepankreas isolierten Ex- 
traktivstofie ist in folgender Tabelle zusammengestellt. 


TABELLE I 
Schweinepankreas 
Aloo Ather-Mxtraktes.. ots. dadat see ltewscs. 86,486% 
MProckens Us ban ecemwerantct tater renseteoreruscnerers sts fos winery 13,514 
THM VASSOCEUIDIOSIZC Diep piety aetersve cs terete ies alonc ras 1,654 
IWIESSOLORUL At te eee staret craters’ sea, cera erorsieiels 11,854 
AMA OTS HAH, AS ates UP 9 Gils eo GAGS GaPic RNS vc! Page ecameRRCTOS 0,160 
Pinole tegee Adee TAehy Aenea CeticnoneheS Copier tkoar 1,084 
S)oLsMerdthtke Gx o,cny ct peti De POO NOT UE TG HIRO CS 0,002 
SyeGintiOhil. Soma as anor oe oO on bu MNCen DOG hou 0,014 
Dtipicrial 6. sagetnoy SYRCOR GEIS b DOR AON CAO 0,232 
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Cadaverin, «.s olacecuans aoe one eee 0,005 
ISTE ssc ne wae aaete esa eee eee eee ee Spur 
THosit.\ J ea ane sae eos SEO eee eee 0,062 
ASPALAGINSAUTC. sier.rcincnomen cee Spur 
Bernsteinsaurel. > sco sauaeraecle eee ene 0,006 
Uva oc Do eee oe aoe ere 0,005 
A lamin se os at Sects eee eaeeoe 0,012 
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UBER DAS KEPHALIN BEI DER BLUT- 
GERINNUNG. 


Von 


HIDETANE MICHIMOTO. 


(Aus den Mediz.-Chemischen Institut der Keio-Universitit, Tokyo. 
Vorstand: Prof. Y. Sueyoshi.) 


(Hingegangen am 10. Februar 1939) 


KINLEITUNG. 


Neuerdings hat Kurosawa (1938) aus unserem Institut 
nachgewiesen, dass die Blutgerinnung aktivierende Substanz im 
Gewebe ein Kephalin-Eiweiss-Komplex ist und dass Kephalin 
relativ leicht in Alkohol loéslich ist. 

Es ist allgemein bekannt, dass die ungesattigte Fettsdure 
im allgemeinen viel leichter in Alkohol loslich ist als die ge- 
sattigte, was zwar bei den hochungesattigten im hoheren Masse 
der Fall ist. 

Koyama (1937) hat bei den von ihm hergestellten Cadmium- 
verbindungen des Hierphosphatides die Verhaltnisse ihrer Alkohol- 
loslichkeit gepriift und festgestellt, dass die letztere bei den 
hocbungesattigten Fettsduren viel auffalliger ist. 

Aus obigen Tatsachen entsteht die Annahme, dass Kephalin, 
welches relativ leicht in Alkohol l6slich ist, aus der hochunge- 
sattigten Fettsdure besteht. 

Levene (1925) hat von der Atherlésung der Lecithine die 
unlosliche Bromverbindung isoliert und konnte feststellen, dass 
sie Hexabromlecithin ist. Ich habe auch in der vorliegenden 
Untersuchung versucht das die Blutgerinnung aktivierende Ke- 
phalin, welehes wahrscheinlich aus der hochungesattigten Fett- 
sdure besteht, unter der Bildung seiner Bromverbindung zu 
trennen. 


VERSUCHUNGSMETHODE UND UNTERSUCHUNGSMATERIAL. 


Die im Verlauf der Arbeit durchgefiihrten Gerinnungsver- 


147 


148 . Michimoto: 


suche wurden in Reagensglasern ausgefiihrt, die in einem Wasser- 
thermostaten (38°) standen, und dabei wurde aus Kaninchenblut 
dargestelltes Oxalatplasma verwendet. Das Kephalin wird nach 
gewohnlicher Weise bromiert und dann mit Zinkpulver und Salz- 
siure-Alkohol entbromiert. Das entbromierte Kephalin weist im 
Vergleich mit dem nicht bromierten eine schwachere Blutgerin- 
nung aktivierende Wirkung auf, doch ist es fur Experimente 
brauchbar. 

Das fiir die Untersuchung benutzte EHiweiss sind die bei der 
Extrahierung der Rinderlunge mit Benzol gewonnenen Reste. 


‘Versuch IE 


In erster Linie habe ich die Bromverbindung des Kephalins 
aus Rinderherz hergestellt und dann folgende Versuche vorge- 
nommen, um die Loéslichkeit dieser Bromverbindung in Solventen, 
wie Ather, Petrolather, Benzol u.a., zu prifen. 

A. Der Abdampfrest des Alkohol-Ather-Extraktes des Rin- 
derherzens wurde in Ather gelést und iiber Nacht im Hisschrank 
aufbewahrt. Nach dem Entfernen der dabei ausgefallenen Nie- 
derschlage wurde die Losung wieder abgedampft. Der Abdampf- 
rest wurde in Aceton geldst, die ungeléste Substanz bei 40° in 
absolutem Alkohol aufgelést und darauf bis auf 0° abgekiihlt. 
Die dabei ausgefallene Substanz ist Kephalin; sie weist eine 
starke Blutgerinnung aktivierende Wirkung auf. Dieses Ergebnis 
stimmt also mit dem von Kurosawa (1938) gut iiberein. Der 
atherischen Losung dieser ungelésten Substanz wurde Brom zu- 
gesetzt, um die unldsliche Bromverbindung zu trennen. Die 
letztere wurde dann weiter nach der oben erwahnten Methode 
entbromiert. 

Mit der auf diese Weise hergestellten Substanz und dem 
Hiweiss wurde die Blutgerinnung aktivierende Wirkung gepriift; 
diese Resultate sind in Tabelle 1 angegeben. 


TABELLE I. 
Mischung Gerinn. Z. 
0,5 cem Plasma +0,25 ce Kephalin-Kiw.+0,1 ce CaCle rsOu 
0,5¢em Plasma+0,25 ee NaCl-Los. +0,1 ee CaCl. 8’00 


Uber das Kephalin bei der Blutgerinnung. 149 


B. Die beim eben erwihnten Experiment A gewonnene iither- 
losliche Bromverbindung wurde ebenso entbromiert. Nach der 
Entbromierung wurde die Blutgrinnung aktivierende Wirkung in 
gleicher Weise wie beim obigen Experiment gepriift, doch fiel die 
Priifung negativ aus. 

C. Der beim Experiment A gewonnenen itherunléslichen 
Bromverbindung wurde Petrolither zugefiigt, die lésliche und 
unlosliche Portion wurden abgetrennt, an deren jeder die Ent- 
bromierung angestellt wurde. Nach der Entbromierung wurde 
die Blutgrinnung aktivierende Wirkung mit jeder Portion und 
dem Hiweiss gepriift. Wie aus Tabelle II ersichtlich ist, ergab 
sich, dass die unldsliche Portion deutlich positive Resultate lie- 
ferte, wahrend die loésliche kaum positive zeigt. 


TABELLE II. 
Mischung Gerinn. Z. 
0,5cem Plasma+t 0,25¢e Kephalin-Hiw.+0,le¢ CaCl, E20" 
0,5eem Plasma+0,25¢ece NaCl-Los. +0,lee CaCl. 10’ 00 


D. Der beim Versuch C zustande kommenden, in Petrol- 
dither unlédsllchen Bromverbindung wurde Benzo] zugesetzt und 
die unldsliche Portion wurde abgetrennt. Nach der Entbromie- 
rung wurde die Blutgerinnung aktivierende Wirkung mittels 
der beiden Teile und des Hiweisses gepriift. Daraus geht hervor, 
dass der losliche Teil nahezu keine aktivierende Wirkung zeigte, 
wahrend der unlosliche diese deutlich darbot, wie aus der Tabelle 
III ersichtlich ist. 


TABELLE III. 


Mischung Gerinn. Z. 
0,5ecem Plasma+0,25cee Kephalin-Hiw.+0,lee CaCl, Se 
0,5eem Plasma+0,25ce NaCl-Los. +0,lee CaCle OWO ms 


E. Bei der beim Versuch D gewonnenen, benzolunldslichen 
Bromverbindung wurden Stickstoff und Phosphor quantitativ ge- 
messen, deren Mengenverhiltnis im folgenden angegeben ist. 

Der Stickstoff wurde mit dem Azotometer nach Iwasaki, 
Ohtsuki und Nakajima (1937) und das Phosphor mit der 
Naito’sche Methode (1928) gemessen. 
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N, 37,3 mg: 
BP; SR eae Al, 
Dann wurde der gesammte Stickstoff und Amino-N nach 
Nakajima’schr Methode (1932) quantitativ gemessen; das Men- 
genverhaltnis war wie folgt: 


Gesamt-N, 1,54 mg : Amino-N, 1,48 mg :: 10 : 9,3. 


Aus obigen Resultaten geht hervor, dass die an der Blut- 
gerinnung aktivierenden Wirkung sich beteiligende Bromverbin- 
dung des Kephalins in Ather, Petrolither und Benzol unléslich 
ist. Daraus erkennt man, dass das betreffende Kephalin aus der 
hochungesattigten Fettsiure besteht. 


Versuch II. 


A. 300g Rinderleber wurde in kleine Stiickchen zerschnitten 
und mit 20facher Menge von Alkohol-Ather (3 : 1) etwa 10 Minu- 
ten lang gekocht, dann filtriert. Das Filtrat wurde in Vakuum 
abgedampft, der Abdampfrest wurde in 10facher Menge absolu- 
tem Alkohol (40°) gelést ; dieser Alkoholextrakt wurde nochmals 
in Vakuum abgedampft und der Abdampfrest wurde in 5facher 
Menge von Absolutalkohol (40°) aufgelést. Der so hergestellte 
Aikoholextrakt wurde abermals im Vakuum abgedampft. 

Der Abdampfrest wurde in 100 cem Absolutalkohol (40°) auf- 
gelost. Dieser Alkoholextrakt wurde dann in 30cem Portionen 
eingeteilt; jede Portion wurde je bis auf 0°, —10° und —20° 
3 Stunden lang abgektihlt. Die dabei erfolgten Niederschlige 
wurden mit dem abgekiihlten Filter filtriert. Bei dem Filtrat 
wurden der gesamte Stickstoff und Amino-Stickstoff gemessen. 
Anderseits wurden beide auch bei der i&therischen Losung der 
Niederschlage gemessen. Die Resultate sind in Tabelle IV an- 
gegeben. 

Nach der Tabelle [V fallt der Amino-Stickstoff zum gréssten 
Teil aus, falls die Lésung, welche bei 40° mittels Alkohol her- 
gestellt wurde, bis auf —10° abgekiihlt wird. Also enthilt das 
Filtrat schon sehr wenig Kephalin; trotzdem tritt die Blut- 
gerinnung aktivierende Wirkung dabei klar auf. Diese Ergeb- 
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TABELLE LV. 


Gesamt-N (mg/dl) Amino-N (mg/dl) Gon 

Temperat. Material : % oes ri 

Nr. 1. Nr. 2. Nr. 1. Nr. 2. oe 
0° Alkoh.-Lés. 65. 68. 60. 55. 3’ 30” 
Ather-Liés. 28. O77. 24. 20, 2’ 00” 
10° Alkoh.-Lés. 60. 65. 5. 5. 5’ 50” 
Ather-Lés. 37. 33. 37. 30. 50” 
Sone Alkoh.-Lés. Aq. 52. 3. 3. 5’ 00" 
Ather-Lis. 54. 48. 48. 48. rae Om 
Kontroile i = = cf — - 2607 


nisse scheinen héchstwahrscheinlich darauf zuriickzufiihren 
sein, dass das Kephalin in kleinster Menge noch in der Lésung 
zuruckbleibt und die Blutgerinnung aktivierende Wirkung dar- 
stellt. Dass fiir die Aktivierung der Blutgerinnung die kleinste 
Menge von Kephalin geniigend wirksam ist, wurde ebenso bei der 
Untersuchung von Kurosawa (1938) bemerkt. 

Wenn man die obigen Resultate zusammenfassend iibersieht, 
so versteht man, dass das Kephalin bei der Abkiihlung der 
alkoholischen Lésung (bei 40°) bis auf —10° zum grdéssten Teil 
ausfallt. Somit wird das Kephalin, welches aus der die Blut- 
gerinnung aktivierbaren, hochungesattigten Fettsiure besteht, ge- 
wonnen, indem man den dabei ausfallende Niederschlag bromiert 
und aus der Bromverbindung die ather-, petrolather- und benzol- 
unloésliche Substanz abtrennt. Weil das Lecithin und Fett, welche 
beide ebenso aus den hochungesattigten Fettsduren bestehen, re- 
lativ leicht in Alkohol léslich sind und das erstere (Hierlecithin) 
bei 2% Losung und das letztere (Leinol) bei 0,38% Losung erst 
den Niederschlag bilden, so kann man die Bromverbindung des 
Kephalins gewinnen, falls man die Lésung von niederer Konzent- 
ration als der eben angegebenen benutzt und nach oben erwahntem 
Verfahren behandelt. 


Versuch III. 
Auf Grund der obigen Ergebnisse habe ich das die Blut- 
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gerinnung aktivierende hochungesiéttigte Kephalin, welches im 
Gewebe des Kaninchens enthalten ist, mit den folgenden Ver- 
fahren, die Bromverbindung desselben herstellend, isoliert und 
quantitativ gemessen : 

Dem mittels Schmirgels zermahlenen 2g Gewebe fiigt man 
200 cem Alkohol-Ather (3:1) zu und kocht einige Minuten lang, 
um das Gewebe zu extrahieren. Nach dem Filtrieren wird das 
Filtrat in Vakuum abgedampft; der Abdampfrest wird in 100 
ceem Absolutalkohol (bei 40°) gelost und das Filtrat Jasst sich wie- 
der in Vakuum abdampfen. Der Abdampfrest wird in 50 ccm 
Absolutalkohol bei 40° aufgelost; das Filtrat wird bei —10°etwa 
2 Stunden lang abgekithlt und unter Abkiihlung filtriert. Der 
Niedersehlag lisst sich in 50cem Ather auflésen, indem man 
dabei das Brom binden lasst; darauf wird der Ather abgedampft 
und 50cem Benzol zugeftigt. Die benzolunlésliche Bromverbin- 
dung wird mittels des Asbestfilters angesammelt und gewogen. 
Die Ergebniise sind in Tabelle V angegeben. 


TABELLE V. 
Bromverbind. 
Gewebe (Mg %) 
Gefass 591,7 
Herz 111,6 
Lunge 33,3 
Leber 31,6 
Niere 30,0 
Muskel 1333 


Nach Tabelle V enthilt das Gefiss das die Blutgerinnung 
aktiviernde Kephalin am reichlichsten, dann folgt das Herz und 
am geringsten enthalt es der Skelettmuskel. Der Gehalt ist zwar 
beim Herzen etwa 8fach groésser als beim Skelettmuskel und beim 
Gefass sogar etwa 48fach grésser als beim letzteren. 

Der solche gross Gehalt beim Gefass und Herzen ist 
wahrscheinlich daftir bedeutsam, dass bei der Blutung an solchen 
Geweben infolge irgendeines Angriffs die Blutung durch schnelle 
Gerinnung des Blutes leicht verhindert werden kann. 
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ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLUSS. 


1. Das die Blutgerinnung aktivierende Substanz im Gewebe 
zusammensetzende Kephalin wurde als Bromverbindung isoliert, 
deren Blutgerinnung aktivierende Wirkung nach der Ent- 
bromierung gepriift wurde. Dabei wurde festgestellt, dass bei 
Kephalin, dessen Bromverbindung in Ather, Petroliither und Ben- 
zol unloslich ist, die betreffende Wirkung sich intensiv entfaltet. 

2. Kithlt man die Alkohollésung (40°) des Extraktes von 
Fettstoff im Gewebe bis auf —10° ab, so fallt das Kephalin zum 
grossten Teil ab. Die Bromverbindung des so isolierten Kephalins 
wurde hergestellt und dann die in Ather, Petroliither und Benzol 
unldsliche abgewagt. 

3. Daraus ergab sich, dass das Blutgefiss und das Herz 
im Vergleich mit den anderen Geweben das betreffende Kephalin 
in viel héherem Masse enthalten. 


Aus obigen Ergebnissen habe ich den folgenden 
Schluss gezogen. 


1. Unter den die Blutgerinnung aktivierende Substanz im 
Gewebe zusammensetzenden Kephalinen entfaltet das aus der 
hochungesattigten Fettsaure bestehende die betreffende Wirkung 
am stirksten. 

2. Nach dem Ergebnis der Messung des Kephalins als 
Bromverbindung ist das aus der hochungesattigten Fettsiiure 
bestehende Kephalin im Blutgefass und Herz viel reichlicher als 
in anderen Geweben enthalien. 

Zum Schluss spreche ich Herrn Prof. Y. Sueyoshi meinen 
herzlichen Dank fiir seine Anleitung aus. 
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UBER DEN GEHALT DER GAWEBE AN 
HOCHUNGESATTIGTEM KEPHALIN BEI DER 
C-AVITAMINOSE. 


VON 


YUJI SUEYOSHI unp HIDETANE MICHIMOTO. 


(Aus dem Mediz.-chem. Institut der Keio-Universitit, Tokyo.) 


(Hingegangen am 10. Febuar 1939) 


KINLEITUNG. 


Nach der Untersuchung von Kurosawa (1938) und Michi- 
moto (1939) soll das die Blutgerinnung aktivierende Substanz 
darstellende Kephalin aus der hochungesittigten Fettsiure be- 
stehen; Michimoto hat dieses unter der Bildung seiner Brom- 
verbindung vom Gewebe isoliert und gemessen. Nach seiner 
Messung wurde klargestellt, dass es im Gefiss am reichlichsten 
enthalten ist und dem das Herz folgt. Unserer Ansicht nach 
ist die Tatsache, dass Kephalin im Gefiss und Herz reichlich 
enthalten ist, fiir die schnelle Verhinderung der Blutung in 
solechen Geweben zweckmissig. 

Wir haben die vorliegende Untersuchung vorgenommen, wm 
festzustellen, ob die Menge des die Blutgerinnung aktivierende 
Substanz darstellenden Kephalins bei den hie und da Blutung 
zeigenden Geweben von Meerschweinchen, welche infolge C- 
Avitaminose an Skorbut leiden, in Wirklichkeit variiert oder 
nicht. 

UNTERSUCHUNGSMETHODE. 

Zuerst haben wir bei Meerschweinchen (200-250¢) durch 
Fiitterung mit Sherman’scher Diat Skorbut erzeugt, um deren 
Gewebe zur Untersuchung zu benutzen. Zur Kontrolle haben 
wir die Gewebe der normalen Meerschweinchen, welche neben 
der Sherman’schen Diit mit frischem Gemiise gefiittert worden 


waren, in gleicher Weise untersucht. 
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Die Messung der Kephalinbromverbindung wurde in ganz 
gleicher Weise wie von Michimoto durchgefihrt. 


ERGEBNISSE DER UNTERSUCHUNG. 


Die Messungsresultate der benzolunldslichen Kephalin-Brom- 
verbindung in den Geweben sowohl der gesunden als auch der 
skorbutischen Meerschweinchen mit der oben angegebenen Methode 
sind in der folgenden Tabelle angegeben. 


TABELLE I. 

Gewebe ni aD ae rs 
Gefiiss 631,8 10,8 
Herz 5452 8,7 
Lunge 34,8 sik 
Leber 22.9 8,3 
Milz 23,0 8,5 
Niere 20,0 8,0 
Muskel iS 32 
Blutk6rp. (rot. ) 9,3 3,9 


Aus der obligen Tabelle geht hervor, dass bei den gesunden 
Meerschweinchen die betreffende Substanz im Gefdss am reich- 
lichsten enthalten ist, dann das Herz folet und in Muskeln sowie 
in den Blutzellen am geringsten ist; bei den skorbutischen Meer- 
schweinchen hat sie im Gefiiss in hohem Masse abgenommen, 
indem sie gegeniiber 631.8 mg% bei den gesunden Meerschwein- 
chen bis auf 10.8m¢% herabgesetzt ist, nimlich bis auf 1/60 
vermindert. In anderen Geweben nimmt sie ebenso ab, doch 
konnten wir nicht entscheiden, ob die Abnahme bei solehen Ge- 
weben auf die starke Abnahme der betreffenden Substanz in darin 
enthaltenen Blutgefissen zuriickzufiihren sei oder nicht, weil uns 
die vollkommene Entfernung der letzteren.von den Geweben un- 
moglich ist. Aber uns scheint es héchstwahrscheinlich dass die 
Abnahme in den Gefissen in hohem Masse daran Anteil hat. 

Aus obigen Resultaten kiénnen wir wohl schliessen, dass die 
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hochgradige Abnahme des die Blutgerinnung aktivierenden Ke- 
phalins im Gefiss als eine wichtige Ursache fiir die unstillbare, 
andauernde Blutung bei den skorbutischen Meerschweinchen an- 
gesehen werden kann. 
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UBER DEN EINFLUSS DER EIWEISSFETTDIAT AUF 
DIE HIPPURSAURESYNTHESE.* 


VON 


TAKIWO HARA. 


(Aus der medizinischen Universitdtsklinik von Prof. Dr. N. Kageura, 
Nagasaki, Japan.) 


(Hingegangen am 10. Februar 1939) 


Wird Benzoesdure in den Tierkérper eingefiihrt, so wird 
diese Saure mit einer Aminosdure gepaart, um dann als gepaarte 
Verbindung zur Eliminierung zu gelangen. Zur Paarung dient 
bei den Vogeln Ornithin, wodurch Ornithursiure entsteht, bei 
den Saugetieren aber Glykokoll, wodurch Hippursiure gebildet 
wird. Doch gilt das nicht fiir den Hund,—einen Fleischfresser 
—, bei dem sich immer ein Teil der eingefiihrten Benzoesdure mit 
Glykuronsaure verbindet und dann als Benzoylglykuronsaure zu- 
sammen mit der Hippursdure ausgeschieden wird (Quick 1926). 
Auch betreffs des Ortes der Hippursaurebildung, die als ein 
synthetischer Entgiftungsvorgang angesehen wird, besteht ein 
wesentlicher Unterschied je nach der Tierspezies. Wéahrend es 
schon seit langem wohl bekannt ist, dass beim Hunde das Primat 
dieses Vorgangs bis heute im allgemeinen und fast unbestritten 
der Niere eingeriumt wird (Bunge u. Schmiedeberg 1876; 
Hoffmann 1877; Kochs 1879; Bashford u. Cramer 1902; 
Snapper, Griinbaum u. Neuberg 1924 u.am.), ist es in 
neuerer Zeit klargestellt, dass beim Kaninchen—einem Pflanzen- 
fresser—und wohl auch beim Menschen die Synthese sich wesent- 
lich in der Leber vollzieht (Friedmann u. Tachu 1911; 
Lackner, Levinson u. Morse 1918; Quick 1931 u. 19382; 
Kanzaki 1933; Sasaki 1933; Adlersberg u. Minibeck 
1936 usw.). Nach derartiger Auffassung versuchten manche 


3 Die vorliegende Mitteilung wurde auf der 36. Tagung der Japanischen 
Gesellschaft fiir innere Medizin in Sapporo am 6. April 1939 offentlich 
vorgetragen. 
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Kliniker mit immer zunehmendem Interesse die Fahigkeit, nach 
Zufuhr von Benzoesdure dieselbe zu entgiften durch Bildung von 
Hippursiiure,—einen Chemismus heute gestiitzt auf die, Leber- 
physiologie—, als eine neue Methode fiir die Priifung der Leber- 
funktion zur praktischen Anwendung zu bringen (Quick 1933 
u. 1936; Adlersberg u. Minibeck 1936; Kohlstaedt u. 
Helmer 1936; Fouts, Helmer u. Zerfas 1937). 

Des weiteren wurde in meiner friiheren Untersuchung (Marz 
1938) mitgeteilt, dass das mit gemischter Diat ernahrte Kanin- 
chen, wenn 0,5g¢ Benzoesiure je 1kg Tier per os belastet, die- 
selbe nahezu quantitativ in Form von Hippursdure innerhalb 24 
Stunden im Harn ausscheiden kann, ferner dass das 5-7 Tage 
lang fastende Tier dagegen stets die Neigung zu einer Herab- 
setzung der Hippursdiureausscheidung nach gleicher Belastung 
mit Benzoesdure wie bei gemischter Kost zeigt. Mit anderen 
Worten lasst sich kurz zusammenfassend sagen: der Hunger setzt 
die Hippurs&uresynthese mehr oder weniger deutlich herab. 

Wie ist nun das Verhalten des genannten Vorgangs bei Hi- 
weissfettdiat, die in Verarmung des Kohlehydrates gewissermassen 
dem Hunger ahnlich ist? 

Die hier aufgeworfene Frage scheint mir von weitgehendem 
Interesse zu sein, da erstens zahlreiche Forscher sicher festgestellt 
haben, dass sowohl dureh Hunger als auch durch Hiweissfettdiat 
die kohlehydratassimilierende Fahigkeit des Organismus im grossen 
und ganzen in ausgesprochener Weise geschadigt wird (Bang 
1913; Barrenscheen 1914; Kageura 1922 u. 1924; Staub 
1922; Traugott 1922; Nagasuye 1925; Porges u. Adlers- 
berg 1926 u. 1929; Frank u. Leiser 1929; Ikejiri 1933: 
Mori 1933; Lee 1933; Matsuoka 1936 u.a.). Ferner wurden 
aus unserer Klinik noch einige Arbeiten veréffentlicht, die eine 
Analogie auch in bezug auf die sonstigen chemischen Vorginge 
bei Hunger und Hiweissfettdiat nachweisen konnten (Yoshio 
1933 u. 1937; Sendju 1937; Ikeda 1938; Sikuma 1939; Ri 
1939); und zweitens war Quick (1931) der Meinung, dass der 
Organismus kein Depot von praéformiertem Glykokoll besitze, dass 
das mit Benzoesiure zu paarende Glykokoll vielleicht hauptsach- 
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lich in der Leber aus einer Art von Kohlehydraten unter dem 
Einfluss von Benzoesiure synthetisiert werde. 

Von solchen Erwigungen ausgehend, war schon in Verfassers 
eigener friiherer Mitteilung darauf hingewiesen worden, dass die 
Minderausscheidung von Hippursiure nach Benzoatbelastung beim 
Hunger einer mangelhaften GlykokollbiJdung in der Leber zu- 
zuschreiben sei, die wahrscheinlich wiederum ihrerseits auch nicht 
unabhangig vom Leberglykogen sein diirfte, da die Leber des dem 
Hunger ausgesetzten Tieres an Glykogengehalt rasch verarmt und 
bei solechem Zustand bekanntlich die Leberfunktion eine gewisse 
Beeintachtigung erfahrt. 

Die nachfolgenden Versuche haben den Zweck, den Einfluss 
der Hiweissfettdiat auf die Hippurséuresynthese nach Belastung 
mit Benzoesdéure und weiterhin die Beziehung zwischen dieser 
Synthese und dem Glykogenbestand in der Leber eingehend zu 
studieren und somit gleichzeitig zur Kenninis des Hippursiure- 
stoffwechsels etwas beizutragen, indem einerseits die Hippursiure- 
ausscheidung im Harn nach Benzoatzufuhr und anderseits der 
Glykogengehalt in der Leber bei verschiedenen Ernahrungsweisen 
vergleichend untersucht wurden. 


EXPERIMENTELLER TIL. 


A. Uber Hippursiure. 


Als Testobjekt wurde wieder das Kaninchen herangezogen, 
und die quantitative Untersuchung der Hippursiure im Harn, 
dem zur Konservierung einige eem Toluol zugesetzt wurden, er- 
folgte nach dem Verfahren von Kanzaki (1982). 

Die Versuchsanordnung und -bedingung geschahen ganz gleich 
wie in meiner eigenen vorangehenden Arbeit, jodoch selbstver- 
stindlich nur mit dem Unterschied, dass das Tier anstatt des 
Hungers hier mit Hiweissfettdiat gefiittert wurde. Hs ist freilich 
eine von den schwersten Techniken, den Pflanzenfresser mit ein- 
seitiger Ernihrung wie Eiweissfettdiat zu fiittern. Als Material 
fiir solche Diat scheint sich am besten das Hiihnerei wegen seines 
Kalorien- und Hiweissfettreichtums zu eignen. Wenn man jedoch 
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dem Kaninchen nur eine Menge von rohem Hi, die dem Kalorien- 
bedarf des Tieres entspricht, durch Schlundsonde eingab, so starb 
dasselbe schneller als bei absolutem Hunger unter heftigen Diar- 
rhoen, rascher Gewichtsabnahme und zuweilen auch geringerer 
Albuminurie. Es zeigte sich dabei, dass das so ernahrte Tier 
tiglich viel konzentriertere Hippursaure (ca. 0,4-0,5 g/dl) im Urin 
zur Ausscheidung brachte als das mit gemischter Kost ernahrte 
(ca. 0,1 g/dl), was begreiflicherweise darauf hindeutet, dass es 
sich hier um die im Darm lebhaft stattfindende Faulnis des zu- 
gefiihrten Huhnereies handelt. 

Um diese Schwierigkeit in bezug auf einseitige Ernahrungs- 
weise zu itiberwinden, gliickte mir das folgende Verfahren, dessen 
Prinzip darin besteht, dass man als Futterungsmaterial der Hi- 
weissfettdiat gekochten Hiihnereidotter bevorzugte, der mit Uno- 
hana—einem Hauptfutter bei gemischter Kost—im Porzellan- 
morser vollig gut gemischt wurde, wahrend dem Kaninchen eine 
Ubungsperiode von einer gewissen Anzahl Tagen erlaubt wurde, 
in welcher jedes Tier téglich je 5g Hidotter an Stelle von etwa 
35g Unohana zunehmend erhielt, die beide miteinander kalorisch 
aquivalent sind. Dabei konnten hdchstens zwei Drittel des Tages- 
kalorienbedarfs mit Hidotter ersetzt werden, und zwar erwies 
sich die dementsprechende Menge Dotter dem Kaninchen noch 
als gut ertragbar, allerdings wenn man auch diese Menge iiber- 
schreiten wollte, so war das deshalb unméglich, weil die Fresslust 
des Tieres dann betrachtlich gestort wurde. Dabei sei noch er- 
wiahnt, dass bei dieser Didt an Gemiise, wie bei der gemischten 
Kost, unabhangig vom Korpergewicht immer 20¢ pro Kopf 
gegeben wurde. Das Korpergewicht jedes Tieres blieb immer 
annahernd konstant mit so angestellter Kost, die nunmehr der 
Bequemlichkeit halber vorlaufig als ,, Hiweissfettdidt bezeichnet 
wurde, obgleich die betreffende Diat, wie im folgenden gezeigt, 
nicht ausschliesslich aus Hiweiss und Fett besteht. Bei dieser 
Kost wandelte sich die Reaktion des Harns freilich von einer 
alkalischen in eine saure oder neutrale um. Was nun den Gehalt 
an den drei Hauptnéhrstoffen in den beiden genannten Diiten 
pro kg Korpergewicht pro Tag anlangt, ersehe man aus Tabelle I. 


163 


auresynthese. 


ippurs 


H 


1e 


issfettdiat auf di 


1Wei1s 


Einfluss der E 


03 osnutoy 
FEIPHOFSSIOMIOT | OOS : OOT 96 * FOL ? 0OL ig Lo GF 06 40}, 0prtoy 6T CG IN, 
CIT vueyoug 
JSON OFtPsTura.d GL: O00L | 82:09: 00T oT 8°G 16 06 renee 
ecg vuryqoug 
| 08 osnutay 
FEIPHOFSSTOMTT | geez: QOL | 9eL: car: 00T OF oF 9°e CS Lo} ,0p toy | ST 63 “IN 
cg vueyoug 
SOM oF Yostu9s €2 : 001 &T ? 09 * OT our g‘g L‘6 03 eee 
OLE vuvyoug 
03 esnute4 
TETPHOFSSOMTT | OLE: OOL | COLL: OFT: O01 1g oF 0g OF toqj0piy LG 3 IN 
Gite vueyouy 
JOM 9} Tosturas &L: OOT &T : 6S : OOT SL LG 96 03  esnuron 
OOF vuryoug 
08 esnue4 
FEIPHOFSSIOMT | LET: QOL | Tet: OTL: 00T oF VP 8g O€ Teq,0ptEp rsa 6T “IN 
O€L vuvqoug 
{SOM 9} Yosturas GL: OOL &L * 69 : 0OT SL L‘G 96 06 esnutesy 
OPE vURYyou_ 
06 esnutery 
WEIPHOFSSTOMIG | F082 OOL | GOT: eT: 00 Te EF Vg 0g 1044 0ptnp 0S ST “IN 
2 06 vuULvyoug 
SOM 0} Yostutas &£:00L | &: 09: oor cul sg 16 06 essnutey 
00€ Buryoug 
TT): ; : (4) 3 ur (A) 8 ur (M) 8 ur 
(+a)? eae? 499, SSPOMIG, |qvip<yotoyy 3 ur 3X ur “IN 
OSTOMSS UNI RUIGT ; sup ord JPPTMEs 
: x {PIMes.1ed.1o yy WUILISO]TyT ord -10d. 109 woypururyy 


vel 


‘TT ATigayy, 


164 T. Hara : 


Zwar verminderte sich bei Hiweissfettdiat Kohlehydrat (K) in 
erheblichem Masse, ebenso ging auch Hiweiss (E) zuriick, wenn 
auch in geringfiigigem Masse, dagegen zeigte Fett (F) eine 
deutliche Zunabme ihrer absoluten Menge nach im Vergleich mit 
gemischter Nahrung, aber wenn die erwahnten drei Substanzen 
ihrer ralativen Menge nach betrachtet werden, so ergab K: HE: F 
bei der gemischten Didt ein Verhaltnis von etwa 100: 60: 13, 
bei der Hiweissfettdiit zwischen 100: 104: 96 und 100: 140:170, 
dementsprechend verhielt sich K : (E+F) bei jener wie 100: 8% 
bei dieser zwischen 100: 200 und 100: 310. Also war das Ver- 
haltnis von (E+F) zu K bei der letzteren etwa 3 bis 4fach 
erosser als bei der ersteren. 

Schliesslich kommt noch:in Betracht, dass als Giftwirkung 
der Benzoesiure, wenn 0,5g Saure pro kg Koérpergewicht ver- 
abreicht wurde, kein nennenswertes Symptom bei allen Fallen in 
die Augen fiel. 

Auf diese Weise wurden, ganz genau wie in der friiheren 
Arbeit mitgeteilt, diejenigen zwei Prozentsatze bei den obenge- 
nannten zwei Ernahrungsperioden an ein und demselben Tier 
miteinander vergleichend verfolgt, die gerade darauf hinweisen, 
eine wie grosse Menge von belastender Benzoesiure in Form von 
Hippursaure im Urin ausgeschieden wird. Die Versuche wurden 
bei 5 Tieren angestellt. Die Untersuchungsergebnisse sind in den 
Tabelien II-VI aufgestellt und der Kiirze und Ubersichtlichkeit 
halber in Tabelle VII zusammenfassend aufgezeigt. Aus den 
Daten der Tabellen II-VI, in denen die Versuche getreulich wie- 
dergegeben sind, kann man auch sonstige Feststellungen machen. 


B. Uber Leberglykogen. 


Auf Grund der schon eingangs gebrachten Beobachtungen 
wurde der Glykogengehalt der Leber bei drei Ernihrungsweisen 
—nadmlich bei gemischer Kost, Hiweissfettdiit und Hunger— 
untersucht. Die Bestimmung des Leberglykogens geschah nach 
der Methode von Iwasaki-Mori (1922), bei welcher aber das 
Verfahren von Hagedorn-Jensen (1923) mitbenutzt wurde. 
Die Tiere wurden durch kiinstliche Luftembolie getotet, und so. 


Hinfluss der Eiweissfettdiat auf die Hippursdiuresynthese. 165 


TABELLE ITI. 


Kaninchen Nr. 18, grau, 3. 


Harn 
Korper- 
Datum gewicht Diat Menge Hippur-| Anmerkungen 
1938 ing in com) Peakt. Eiweiss| saure 
- in g 
10/TX1 A97o* || Vmohane 8008) say || alta | C=) | 01776 
Gemtse 202 , 
11/» | 1930 » 203 |» » {10,9235 | [2 -Dureb- 
4 schnitt 
12/ » 1910 Voce 176 ” ” 0,1890 0,2021 2 
13/ » 1960 ” 218 ” ” 0,2184 
11,8 g/dl Na- 
14/ » 1950 ” 2492 ” ” 1,6028 | Benzoat-Lsg. 
10 cem per os § 
15/ » 1880 B 103 ” ” 0,2028 
16/ » 1975 ” 213 ” ” 0,2173 
17/ » 1930 ” 202 ” ” 0,2206 


bo 


1/TX—25/IX Ubungsperiode von Hiweissfettd 


iat 


[Pechaes 90g ; 
Eidotter 30g| 140 | sauer | (—) | 0,2230 
Gemiise 20g 


26/ » 1960 


27/» | 1900 3 ur Me eke toa caer 
28/ » 1960 ” 58 | sauer | (—) | 0,2045 ; 
29/» | 1970 : 96,| » 3 saii0,2n76 Were a 
30/» | 1965 e owe AM eat 070 0,1817 ¢ 
1/x | 2050 » 126 | sauer | (—) | 0,3586 
2/» | 1970 ” 0 oF eee eh 
3/ » 2050 ” 182 | sauer | (—) | 0,3795 | | x 
11,8g/dl Na- 
4/» | 1970 » 116 | » | 1,5615 | Be pelea 


(+H.0 30cem) § 


5/» \ 1936 beua sd see 119 |neutral| » | 0,1012 


4/X Fresslust 
etwas verab- 


6/ » 2000, » 144 | alkal. ” 0,1096 gesetzt 
T/» 2045 aD 248 ” ” 0,2220 
§ 24 Stunden nach der Belastung katheterisiert. 

Indikanreaktion 


* Gerhardtsche und Legalsche Probe negativ, auch 
ebenso. (3/X) 
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TABELLE IIT. 
Kaninchen Nr. 19, sehwarzlich braun, ¢. 
Harn 
Korper- = ; 
Datum |gewicht Diat iene Hippur- Anmerkungen 
in g Meuse Reakt. |Eiweiss| siure 
1938 > in com ine 
Ne Unohana 340g} o,6 f oe 5 
19/IX| 2260 paket ee a algal ges) Ce oe: 
20/ » | 2270 * 234 55 = Oak? schnitt 
21/ » 9235 ” PSS. 4) ) ” 0,2122 0,2037 g 
22/ » 2270 ” 174 ” ” 0,1744 
11,8 g/dl Na- 
23/ » 2300 % 255 ” ” 1,8714 | Benzoat-Lsg. 
12ccm per os § 
24/ ” 9975 ” 158 ” ” 0,2022 
25/ » 2320 ” 208 ” ” 0,2122 
26/ » 2290 ” 188 ” ” 0,2188 
29/IX—3/X Ubungsperiode von Hiweissfettdiat 
Unohana 130g ) 
4/X 2320 |jHidotter 30g 78 | alkal. | (—) | 0,1815 
Gemtise 20g 
5/ » 99° ” 5 he ” 2 < 
By/ 90 50 | neutral 0,1276 a Dare 
6/» | 2300 » 64 | alkal. | » | 0,1260 | + schnitt 
5 . 0,1458 g 
YOt 2300 ” 53 | sauer ” 0,1404 
8/ » 2305 » 68 | alkal. ” 0,1461 
9/ » 2305 ” 70 2 ” 0,1529 | | x 
11,8¢/dl Na- 
10/ » 9340 & Os aibsaner ‘ 1,5746 Benzoat-Lsg. 
12 ccm per os 
(+H.0 30cem) § 
Unohana 340¢ 
? 92 ” ” 5 
11/» | 2270 | Ganecn occas 0,1596 
12/ » 2370 ” 209 | alkal. ” 0,2094 
13/ » 2340 ”» 165 oy ”? 0,1832 
14/» 2360 a” 226 ” ” 0,2084 


§ Wie in Tabelle I. 
* Gerhardtsche und Legalsche 


ebenso. 


(9/X) 


Probe negatiy, auch 


Indikanreaktion 
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TABELLE LV. 


Kaninchen: Nr. 20, grau, 6. 


; Harn 
Korper- 
Datum |gewicht Diat M Hippur-) Anmerkungen 
Se Mengel, , Prati (ei 
1938 in g Spleens Reakt. |Hiweiss| saure 
in ¢ 
27/X | 2690 [see ae 248 | alkal. | (—) | 0,2307 | | 
28/ » 2710 2 349 a “A 0.0418 | | im Durch- 
oes schnitt 
29/ » 2680 ” 282 ” ” 0,2346 | 0,2348 ¢ 
30/ ” 2695 ” 242 ”? ” 0,2231 
11,8 g/dl Na- 
31/» 2730 ” 363 ” »” 2,0662 | Benzoat-Lsg. 
| 14ceem per os§$ 
1/XI| 2600 ” 198 ” ” 0,2198 
2/» 2670 ” 180 ” ” 0,1692 
jae 2770 ” 238 ” ” 0,2023 
4/ » 2830 ”» 292 ” ey) 0,2301 
7/XI—13/XI Ubungsperiode von Hiweissfettdiat 
[iasdotter 120g 
of c . 4 F "i = 9 
14/ 2740 ee oe 95 | sauer | (—) | 0,2106 | 15.) Durch- 
PORN SEO | Cn ae WLETes | 1S » | 0,1836 sebniti 
= z 0,2016¢ 
16/ » 2770 ” 60 ” 2) 0,1923 
eae. ‘ oy Wt Re hs / aE 
17/» | 2780 if ne 0,2152 | | Presslust etwas 
18/ » 2700 ” 50 ” ” 0,1916 | | herabgesetat 
19/ » | 2650 # 56 ” ” 0,2165 | | x 
11,8 g/dl Na- 
Benzoat-Lsg. 
20/ » | 2700 2 176 ze ¥ 1,8802 | 44 cem per 0s 
(+H,.0 30cem) § 
~o- |{ Unohana 400g 
0 9 = os 
21/» BUR: eae 20g ¢ 
PRY 2800 ” 402 | alkal. | (—) | 0,3240 
23/ » 2690 ” 236 ” ” 0,1860 
24./ ” 9720 ” 268 ” ”? 0,2425 


§ Wie in Tabelle I. 
* Gerhardtsche und Legalsche Probe negativ, Indikanreaktion schwach 


(19/XT) 


positiv. 
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TABELLE V. 
Kaninchen Nr. 23, schwarz, 6. 
Harn 
Korper- ; 
Datum |gewicht Diat Menne Hippur-| Anmerkungen 
in g ~ DES Reakt. |Hiweiss| siiure 
1938 in ccm : 
ing 
na © esi 
ie/21|) 1830 fee ote 240 | alkal. | (-) |O2105}) 
“ s * * im Durch- 
13/ » | 1810 ” 195 Vioee schnitt 
14/ » | 1800 ” 205 ” ” 0,2019 0,1938 ¢ 
15/ » 1770 ” 162 ” ” 0,1740 
11,8 g/dl Na- 
16/ » | 1780 ” 253 ” ” 1,3857 | Benzoat-Lsg. 
9ceem per os § 
17/» 1720 ” 154 ee ” 0,1585 
18/ » 1740 FY) 198 ” ” 0,1950 
19/ » 1750 ” 226 ” ” 0,1860 
20/ » | 1770 ” 192 ” 2 0,1958 
26/XI—29/XI Ubungsperiode von Hiweissfettdiit 
poe ae 95g } 
30/XI| 1840 |;Hidotter 25g | 104 |neutral] (—) | 0,1880 
Gemtise 20g 
1/XII) 1820 ” 2 | sauer ” 0,1052 
im Durch- 
2/ » 1860 ” 122 ” ” 0,1769 eebuits 
Syl ep 1810 ” 70 ” ” 0,1140 0,1392¢ 
4/ ” 1820 ”? 81 ” ” 0,1276 
5/ » | 1880 ” 72 » » | 0,1289 
6/ » | 1840 » 82 » 22 DT ERG ne 
11,8 g/dl Na- 
T/ » 1835 ” 134 Py) is 1,1082 Benzoat-Lsg. 
9cem per Os 
(+H.0 30cem)§ 
Unohana 270 : ns 
8/ » | 1770 eae b0g | 126 |neutral) » | 0.1352 
9/ » 1850 ” 156 | alkal. %” 0,1591 
10/ » 1870 ” 251 ” ” 0,2005 
nies 1880 ” 210 ” 2 0,1936 


§ Wie in Tabelle I. 
* Gerhardtsche und Legalsche Probe negativ, auch Indikanreaktion 


ebenso. 


(6/XII) 


© 


Einfluss der EHiweissfettdiit auf die Hippursiuresynthese. 


TABELLE VI. : 


Kaninchen Nr. 25, briunlich weiss, 3. 
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v Harn 
Datum |Krper- Be f 
1938 gewicht Diat Menge Hippur-| Anmerkungen 
in g¢ ~ > | Reakt. |Hiweiss| saure 
in ecm : 
ing 
Unohana 255g . é eae 
1/XII| 1700 Gemiise 20g 168 | alkal. (—) | 0,1655 ; 
2/ 1710 ” 209 49 ” 0.1946 | |4™ Dureh- 
ie: schnitt 
3/ » 1685 ” 190 ” ” 0,1720 01770 ¢ 
4/ » 1710 ” 182 ” ” 0,1760 | 
= 11,8 g/dl Na- 
5/ » 1725 ” 243 ” ” 1,3744 | Benzoat-Lsg. 
9eem per os § 
6/ » | 1655 » 178 ” » | 0,1561 
Hf 2 1660 ” 178 ” ” | 0,1826 
8/ » 1690 ” 165 ” ” 0,1787 
10/XII—12/XII Ubungsperiode von Fiweissfettdiit 
Unohanall5g | 
13/XII} 1665 |;Hidotter 20¢ 74 |neutral) (—) | 0,1643 
Gemiise 20g im Durch- 
14/ » 1720 ” 62 ” ” 0,1021 schnitt 
15/ » | 1600 : 65 |. » » | 0,1047 es 
16/ » 1655 ” 102 ” ” 0,1387 elds RIT Fress- 
b rs lust etwas 
1i/ » 1685 es 101 i 0,1501 herabgesetzt 
18/ » 1675 ” 92 ” ” 0,1663 
19/ » 1705 ” 104 ” ” 0,1498 
20/ » 1700 ” 80 ” ” 0,1504 | } x 
11,8 g/dl Na- 
rae Benzoat-Lsg. 
21/ » 1720 ” 142 | sauer ” 1,2038 Ocemenertes 
(+H1.0 30cecm) $ 
oa Unohana 255g 5 ‘ ie = 
22/ » | 1650 { Gamise 205 | 182 | allsal. 0,1158 
oy ae? 1670 ” 186 ” ” 0,1581 
24/ » 1705 ” 184 ” ” 0,1844 
25/ ” 1700 ” ony: ” ” 0,1964 
i 


§ Wie in Tabelle I. 
* Gerhardtsche und Legalsche Probe negativ, auch 


ebenso. 


(20/XII) 


Indikanreaktion 
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schnell wie moglich ilire Lebern zur Analyse gebracht, da sich 
das Glykogen nach dem Tode relativ rasch zersetzt. Alle Ver- 
suchsbedingungen wurden hier selbstverstandlich in moglichst 
genau derselben Weise eingestellt, wie bei den vorangegangenen 
sowie vorliegenden Untersuchungen. Die Ergebnisse sind in den 
Tabellen VIII-X zusammengestellt. 


RESULTATE. 


Aus den Daten der Tabellen ist es ersichtlich, dass die Tages- 
menge von Hippursiure bei bestimmter gemischter Kost an dem- 
selben Tier anna&hernd konstant war, wahrend die bei Hiweiss- 
fettdiat mehr oder weniger ab- und zunahm; doch war der Wert 
bei der letzteren Didt stets etwas geringer als der bei der ersteren, 
was vielleicht auf eine Verminderung der Muttersubstanzen der 
Benzoesdure im Futter zuriickzuftihren ist. 

Wenn man nun die Resultate der Belastungsversuche tibers- 
ieht, so ergab sich bei der gemischten Didt eine fast quantitative 
Ausscheidung der zugefiitterten Benzoesaure in Form von Hippur- 
sdure, indem man 89,2—95,5%, im Durchschnitt 92,1%, von der ein- 
gegebenen Benzoesadure als Hippursdure im Harn wieder gefunden 
hat, wie aus Tabelle VII hervorgeht. Diese Ergebnisse stehen 
im besten Hinklang mit denen von Lewinski (1908), Dakin 
(1910), Lewis (1914), Raiziss und Dubin (1915), Kingsbury 
und Swanson (1921), Neuberg (1924), Snapper (1924), 
Brakefield (1927) und von Verfasser selbst (1938), die alle bei 
Menschen oder Kaninchen ganz Ahnliches beobachten konnten. 
Wie Tabelle VII weiter zeigt, schieden die 6-8 Tage lang mit 
Hiweissfettdiit ernahrten Kaninchen nun 73,4-94,0%, im Mittel 
82,2%, von der verabreichten Benzoesiure in Form von Hippur- 
saure aus, und zwar wenn man bei ein und demselben Tier die 
nach stets gleicher Benzoesiurebelastung erfolete Hippursdure- 
ausscheidung sowohl bei gemischter Diadt als auch bei Hiweissfett- 
diat miteinander niher vergleicht, so ist mit Nachdruck hervor- 
zuheben, dass alle Versuchstiere ohne Ausnahme eine Minderaus- 
scheidung von Hippursiure bei der Hiweissfettdiat im Vergleich 
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TABELLE VII. 
= oral ver- Hippursaure im Urine re 5 
5 abreichte wg = 
So, oF Benzoe- umgerechnet in Bae 
yi | Ernihrungsweise siiure | &¢funden Sete. San 
MS % aes 
g (A) g g (B) (B/A Xx 100) eis) 
i g¢mischter Kos eS Oa (ANI 
Nr.184 bei ge¢mischter Kost 1,0 1,4007 -| 0,9546 | 95,5 (N) 15 
bei Fiweissfettdiit 1,0 1,3798 | 0,9403 | 94,0 (E) 
3 is 2 ,66 365 | 94, 
Nr.19 4 bei gemischter Kost ale 1,6677 1,1365 4,7 (N) 13,6 
bei Hiweissfettdiit ie 1,4288 | 0,9737 | 81,1 (B) 
igvemi . + 9 9 
Nr. 204 bei gemischter Kost 1,4 1,8314 1,2481 89,2 (N) 15 
bei Hiweissfettdiat a4 1,6786 | 1,1440 81,7 (E) 
Nr. 234 i gemischter Kost 0,9 | 21919 | 0,8123 | 90,3 (N) 16,9 
bei Hiweissfettdiat 0,9 0,9690 0,6604 73,4 (EB) 
2 bei gemischter Kost 0,9 1,1974 | 0,8160 | 90,7 (N) 
Nr. 25 6 —9,8 
bei Hiweissfettdiat 0,9 1,0690 | 0,7285 | 80,9 (EB) 
N= 9251 
. +++ ? ak, 9,9 
im Mittel B=82,2 
TABELLE VIII. 
Bei gemischter Kost 
Spee lVersuchs-| Kérper- Ernabrungsweise Leber 
Geschlecht Gime gewicht gemischte |nach letzter) Gewicht | Glykogen 
Haarfarbe ae Kost Mahlzeit in g in % 
Nr. 362 grau | 24/II 2150 wate Woche] 24 Stunden! 53,5 0,85 
ang q 
Nr. 44 6 braun ” 1760 9 ” 48,0 Ng? 
Nr. 326 braun| 25/11 2080 ” ” 52,0 0,97 
Nr. 42 6 weiss ” 2750 ” ” 63,5 1,44 
im Mittel rls lss 
Nr. 346 weiss | 26/II | 3050 arta Woche] 5 Stunden | 83,5 1,98 
ang as 
Nr. 40 2 braun ” 2545 ” ” reales 1,62 
Nr. 43 2 braun ” 2500 ” ” 63,0 1,74 
im Mittel 1,78 
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TABELLE IX. 
Bei Eiweissfettdiat 


sme ee Wersache kécper Ernahrungsweise Leber 
Geschlecht pig gewicht Eiweiss- |nach letzter| Gewicht | Glykogen 
UHaarfarbe pe ins fettdiat Mahlzeit ing in % 
Nr. 286 braun 18/1IT 2050 | 6 Tage lang) 24 Stunden 49,5 1,15 
Nr. 296 grau mb ONO ie ara ay ” | 43,0 0,61 
Nr. 303 grau ” | 1920 |8 » ” ” | 25) 0,75 
im Mittel | 0,84 
Nr. 27 6schwarz| .21/II 1890 | 7 Tage lang} 5 Stunden 55,0 1,51 
Nr. 316 braun ” 2115 in ” 9 51,0 1,49 
Nr. 336 braun ” 2340 32 ” ” 76,5 \ , 1,28 
im Mittel 1,41 
TABELLE X. 
Bei Hunger 
Kaninchen yo suchs- HOR EO mn OD Leber 
Nr. : : & Hrnahrungs- 
Geschlecht Bee weise | 
Haar Sache 1939 vor nach Gewicht | Glykogen 
ites dem Hunger ing | in% 
Nr. 3876 grau IAL 2130 1835 |am5d.Hungertag) 51,0 0,47 
Nr. 858 braun| 28/I1T 2400 2020 » 6, ” 44,5 0,59 
Nr. 386 weiss 2 3000 2560 22 1G: ” 71,0 0,56 
Nr. 413 grau ” 2210 1830 as atys » 46,0 0,68 
Nr. 3963 weiss ” 250 2465 ems ” TO55 0,40 
im Mittel 0,54 


mit der gemischten Ernahrung zur Folge hatten (als Prozentsatz 
betrachtet, um 16,9-1,5%, durchschnittlich 9,9% minder). 

Zwar verminderte sich die Tagesharnmenge in auffallender 
Weise bei Hiweissfettdiat bzw. Hunger, doch steht die Hippur- 
saureausscheidung zur Menge des Harns, wie schon in der friiheren 
Mitteilung eingehend erértert wurde, im grossen und ganzen in 
keinem direkten Verhaltnis. 

An dem der zweiten Benzoatbelastung bei Hiweissfettdiat 
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vorhergehenden Tag wurde der Harn auf etwaiges Vorhandensein 
von Acetonkérpern mittels Gerhardtscher und Legalscher 
Probe untersucht, die beide aber bei allen 5 Fallen immer negativ 
ausfielen; gleichzeitig wurde ferner auf Indikan gepriift, das man 
bei 4 Fallen vermisste, nur der Harn vom Kaninchen Nr. 20 
zeigte eine sechwach positive Indikanprobe. Aus diesen Priifun- 
gen kann man leicht die folgenden Schliisse ziehen, dass die 
Hiweissfettdiit keine Ketosis hervorrief, dass im Darm des mit 
soleher Diat ernahrten Kaninchens ein eiweissfaulender Prozess, 
der fiir die Entstehung von Benzoesiure innerhalb des Organismus 
von Bedeutung ist, gar nicht oder nur wenig stattfand. 

Was schliesslich den Glykogenbestand in der Leber bei ver- 
schiedenen Ernahrungsweisen betrifft, so ergibt sich aus den 
Tabellen VIII-X, dass bei gemischter Didt der durchschnittliche 
Leberglykogenwert einer Versuchsgruppe 24 Stunden nach der 
letzten Mahlzeit (also morgens niichtern) 1,13% betrug, der einer 
anderen 5 Stunden nach der letzten Mahlzeit 1,78%, bei Hiweiss- 
fettdiat resp. 0,84% und 1.41%, bei 5-8 Tage langem Hunger 
0,54%. Nimlich nahm das Leberglykogen, wie erwartet, sowohl 
bei Eiweissfettdiat wie auch bei Hunger, bei letzterem nattirlich 
in héherem Grade, ziemlich deutlich ab im Vergleich zu dem bei 
gemischter Kost. 


BrESPRECHUNG. 


Mit den mannigfaltigsten Zweeken beschiftigten sich eine 
Reihe Autoren mit Forschungen iiber die nach Benzoeséurezufuhr 
vor sich gehende Hippursduresynthese, um zu erfahren, in wel- 
cher Art und Weise die genannte Synthese durch entweder ver- 
schiedene Ernahrungsweisen oder gleichzeitigen Zusatz von ein- 
zelnen Nihrstoffen zur Benzoesiure beeinflusst wird. Die sich 
darauf beziehenden umfangreichen Untersuchungen gehen zur 
Zeit noch ziemlich weit auseinander. 

Abderhalden und Wertheimer (1924) itiberpriiften bei 
Tieren den Hinfluss verschiedener Nahrung auf den quantitativen 
Verlauf der Hippursauresynthese und kamen zu dem Ergebnis, 
dass sauer ernihrte Kaninchen viel reichlicher Hippursaure nach 
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Benzoesiureverabreichung synthetisieren als basisch ernahrte. 
Dieses Beispiel fiir den Einfluss der Nahrung auf den synthe- 
tischen Vorgang im Organismus fiel indessen weg, seit Griffith 
(1925) gezeigt hat, dass solcher Befund auf einem methodischen 
Fehler in der Hippursdurebestimmung beruht. So erkannten 
spiter Abderhalden und sein Mitarbeiter (1925) selbst auch 
ihr Resultat als Irrtum an. 

Schon 1898 machte Wiener die Beobachtung, dass wenn 
Benzoesaure als Natriumsalz einem Kaninchen mit der Schlund- 
sonde eingefiihrt wird, sich dann 1,7¢g Benzoesdure pro Kilo 
Kaninchen als Dosis letalis erweist, bei gleichzeitiger Injektion 
von Glykokoll aber selbst 2,4¢ entgiftet wird. In Bezug hierauf 
gibt es noch zahlreiche Arbeiten. Bei Darreichung von Benzoat 
behauptet die Mehrzahl der Autoren, dass ganz allgemein nach 
gleichzeitiger Zufuhr von Glykokoil selbst oder von glykokoll- 
reichen Kiweisskérpern wie z.B. Gelatine sich die Hippursdure- 
synthese bzw.-ausscheidung steigert, ferner dass gleichzeitige 
Fiitterung von sonstigen verschiedenen Aminosdéuren oder von 
eglykokollarmen Proteinkérpern wie Casein oder WHiereiweiss 
dagegen fast keinen order nur geringfiigigen Hinfluss auf die 
Bildung der betreffenden Sdure austibt (Epstein u. Bookman 
1912 u. 1914; Abderhalden u. Strauss 1914; Griffith u. 
Lewis 1923; Csonka 1924; Quick 1926). Zu diesen Beobach- 
tungen stehen die Angaben von einer anderen Reihe von For- 
schern im Gegensatz, die bei gleichzeitiger Zugabe von Benzoat und 
Glykokoll oder glykokollreichen Hiweisskérpern festgestellt haben, 
dass die dabei erfolgende Hippursaurebildung genau so bleibt, als 
ob Benzoat allein gegeben worden wire (Parker u. Lusk 1900; 
Friedmann u. Tachu 1911). Ausserdem beobachtete Lewins- 
ki (1908) nach Benzoesdurebelastung eine Mehrausscheidung von 
Hippursaure bei eiweissreicher Kost im Vergleich mit eiweiss- 
armer. Nach Raiziss und Dubin (1915) schied das mit Ben- 
zoesaure geftitterte Kaninchen bei Milch-Hier-Rohrzuckerfutter 
mehr Hippursdure aus als bei Griinfutter. Anderseits fanden 
Griffith und Lewis (1923) keine Vermehrung der ausgeschie- 
denen Hippursaure bei gleichzeitiger Hinfiihrung, von Trauben- 
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zucker und Benzoat in den Organismus des Kaninchens gegeniiber 
dem Kontrollversuche. 

In den Arbeiten von Widmark (1926) wurde die Frage des 
Hinflusses der Nahrung auf die Hippursiuresynthese wieder auf- 
gegriffen. Hr zeigte in seinen mit einer einwandfreien Methodik 
ausgefiihrten Versuchen, dass beim gesunden Menschen bei Aus- 
schaltung der Kohlehydrate aus der Nahrung, bei welcher Acidosis 
hervorgerufen wird, die zugefiihrte Benzoesdure sich ungeniigend 
zur Hippurséure vereinigt. Gestiitzt auf diese Versuche stellte 
sich Widmark ferner die Frage, ob nicht die Synthese der 
Hippursadure aus Glykokoll und Benzoesiure bei gleichzeitig her- 
abgesetzter Verbrennung von Kohlehydraten im Organismus er- 
schwert sein kdénnte. Als Analogon fiihrte er die mangelhafte 
Verbrennung der Fettsiuren unter Bildung von Acetonkorpern 
bei Kohlehydratmangel an. Bei Diabetes mellitus, also bei einem 
Zustand, bei dem bekanntlich der Kohlehydratstoffwechsel gestort 
ist, teilte Bergwall (1930) mit, dass Diabetes immerhin nicht 
ohne Kinfluss auf die Hippursaéuresynthese ist, und zwar dass 
das Zuriicktreten der diabetischen Stoérung eine Forderung der 
Hippursdurebildung nach Benzoesdurebelastung mit sich bringt. 
Im Gegensatz hierzu steht gerade die Beobachtung von Adlers- 
berg und Minibeck (1936), die bei Diabetikern nach Benzoat- 
gabe vielmehr eine gesteigerte Hippursduresynthese im Vergleich 
zur Norm feststellen konnten. Vor kurzem sahen Sendju und 
Sikuma (1939) bei Hungerhunden eine Stérung der Glykokoll- 
paarung der durch Oxydation von Phenylpropionsaure sowie 
Benzaldehyd im Organismus zustande gekommenen Benzoesaure, 
bei mit Hiweissfettdiadt gefiitterten Hunden dagegen keine solche 
Storung. 

Diese Inkongruenz der literarischen Angaben konnte wesent- 
lich in der Verschiedenheit der Untersuchungsbedingungen, vor 
allem in den verschiedenen Spezies der Versuchstiere und in 
den verschiedenen Belastungsmengen von Benzoesaure pro kg 
Korpergewicht, ihre Erklaérung finden. Allerdings ist niemals 
im Schrifttum in einem Sinne wie hier, wo die vorliegende 
Untersuchung angestellt wurde, von einer Beeinflussung der 
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Hippursiuresynthese durch die Ernahrung gesprochen worden. 

Aus meiner Untersuchung geht als bemerkenswert hervor, 
dass die Eiweisskérper im Hiihnereidotter, der als Material von 
Eiweissfettdiat benutzt wurde, kein oder nur wenig Glykokoll 
enthalten, dass diese Eiweissfettdidt keine Ketosis bzw. Acidosis 
im Tierkorper verursachte und ferner keine oder nur geringfiigige 
Darmfiulnis hervorrief. Namlich die Ergebnisse der vorliegen- 
den am Kaninchen ausgefiihrten Arbeit stehen in Unabhangigkeit 
vom Glykokollreichtum im Futter, von Ketosis und von Darm- 
faulnis; alle diese Faktoren konnen, wie schon oben naher er- 
wihnt wurde, auf die Hippursduresynthese bald fordernd, bald 
hemmend wirken. Ferner sei nachdriicklich betont, dass die Ki- 
Wweissfettdiat den Effekt hat, die hippurséiurebildende Fahigkeit 
des Tieres nach Belastung mit Benzoesdure herabzusetzen, was 
schon friither von mir auch beim Hunger festgestellt wurde. So 
verhalt sich der Hippursdurestoffwechsel sowoh! bei Hiweissfett- 
diat als auch bei Hunger ganz 4hunlich. 

Die Moglichkeit, einen etwaigen Zusammenhang zwischen 
dem Leberelykogen und der hippursauresynthetisierenden Kraft 
im Organismus vermuten zu lassen, wurde schon anfangs aus- 
fihrlich in Hrwagung gezogen. Hierzu kommt weiter, dass sich 
in der Tat der Leberglykogenbestand bei Hunger sowie bei Hi- 
weissfettdiat, wie in den Tabellen VIII-X gezeigt, als ziemlich 
deutlich vermindert erwies im Vergleich mit gemischter Kost. 
Mit anderen Worten scheint es, dass zwischen der Hippursiure- 
synthese und dem Leberglykogen im quantitativen Sinne des 
Wortes ein Parallelismus besteht. Von den eben gebrachten 
Beobachtungen ausgehend, liegt es nahe, anzunehmen, dass zwi- 
schen der mangeijhaften Hippursdéuresynthese und der Glykogen- 
verarmung in der Leber bei Hunger und Eiweissfettdiit ein 
inniger Zusammenhang bestehen diirfte. Die Frage, durch 
welchen Weg sich die beiden Phinomene denn miteinander direkt 
verkoppeln, bleibt zur Zeit noch offen, was weiterer Erforschung 
bedarf. 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


Bei Kaninchen wurden folgende Ergebnisse erhalten. 

1. Sowie es beim Hunger der Fall ist, ist die tiglich aus- 
geschiedene Hippursdiure auch bei der Hiweissfettdiit ihrer 
Menge nach immer geringer als die bei der gemischten Kost. 

2. Wenn mit 0,5g Benzoesiure je 1kg Tier per os belastet 
wurde, so zeigt das Kaninchen in der Periode von der Eiweiss- 
fettdiat stets die Neigung zu einer Herabsetzung der Hippur- 
sdureausscheidung bzw.-synthese im Vergleich mit der Periode 
von gemischter Kost. 

3. Die Eiweissfettdiat hat den gleichen Effekt in bezug auf 
den quantitativen Verlauf der Hippursduresynthese, also einen 
in der Leber stattfindenden Entgiftungsvorgang, wie der Hunger, 

4. Zwischen der Herabsetzung der Hippursdurebildung in 
der Leber und der Verarmung an Leberglykogen sowohl bei Hi- 
weissfettdiat als auch bei Hunger diirfte eine tiefere Beziehung 
bestehen. 


Zum Schluss erlaube ich mir, meinem hochverehrten Lehrer, 
Herrn Prof. Dr. N. Kageura fiir seine giitige Anregung und 
liebenswiirdige Unterstiitzung bei der vorstehenden Arbeit auch 
hier meinen verbindlichsten Dank auszusprechen, 
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In a previous paper (Tanabe, 1938) it was suggested that 
sublingual mucin is identical with the submaxillary. The writer 
collated his own analytical figures on the former with those ob- 
tained by Blix on the latter by means of different methods. In 
order to establish the identity more exactly, the writer prepared 
and investigated the submaxillary mucin, employing thoroughly the 
procedures which had been used for the sublingual. The figures 
obtained, to be given in this account, will demonstrate that the 
substances from both sources resemble each other well within the 
diserepaney which is allowed for such kinds of preparations. 

It will be seen that the connection is also the same between 
the mucoid specimens from these glands.” 

As regards the data on the sublingual mucin and mucoid, see 
the publications enumerated in the bibliography. 


EXPERIMENTAL. 
Preparation. 


Submaxillary mucin and mucoid were isolated and purified as 
were the sublingual. 17¢m. of mucin and 0.7 gm. of mucoid were 
obtained on the average from 1 kilogram of the tissue. 


Qualitative assays. 


The results of protein tests on the preparations were exactly 
similar to the corresponding glycoproteins from the sublingual 
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In both the mucin and 
mucoid, the aniline acetate and naphthoresorcinol tests suggested 
the presence of uronic acid, although not distinctly. They produced 
a red colour with Ehrlich’s reagent, not only when the alkaline 
solution had been heated previously but also when not heated 
(Blix’s test). 


gland. Phosphorus was not detected. 


Quantitative analyses. 
The quantitative data are listed in Table I. 


TABLE I, 
Analyses of submaxillary mucin and mucoid. 
Figures express the contents in per cent. 


Mucin Mucoid 
Analyses 
Prep. I | Prep, [| Prep. ITIL} Prep. I ||. Prep. it 
Nitrogen 12.8 12.6 12.7 11.3 10.2 
Total reduction, after 
acid hydrolysis”, as 
glucose 17.6 et 17.4 22.2 24.3 
Carbohydrate reduc- 
tion, as glucose 
i) without previous 
alkaline treatment 13:2 12.5 12.9 17.4 19.1 
ii) with previous 
alkaline treatment 16.1 16.0 ABEe/ 
_ Glucosamine” Sell 12.9 13.1) 19.5 20.8 
Glucuronic acid, by 
the furfural method 3.9 4.8 4.7 5.4 6.5 
Ordinary sugar 
as glucose bye 2.6 Pig) 
(2.1+2.7) | (2.2-3.0) | (2.43.2) 
as galactose 4.4 4.3 
CH;CO 6.6 7.0 7.0 8.9- 9.2 
Sulfate-S 0.01 0.01 0.02 0.06 0.07 
Ash 0.2; 0,28 0.32 2.9 2 


1) The duration of acid hydrolysis: 3 hours. 

2) The numbers, 10.3, 10.6 and 10.5, which expressed the glucosamine 
contents in per cent of the preparations of sublingual mucin in the 33rd paper 
of this series of investigation, were errors in manuscript for 12.3, 12.6 and — 
APA. 

3) Average values of the three colorimetric reactions ‘(the second 
procedures of the Masamune-Tanabe method). The figures in parentheses 
show the maximal (the values by the orcinol reaction) and the minimal (the 
values by the indole reaction) values. 
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The mucin (Prep. 1) and mucoid (Prep. IL) reduced, as such, 
ferricyanide to the extent of 9.9% and 18.1% each of glucose. 

By the fractionation method of Masamune and Tanabe (the 
second procedure), the ordinary sugar of the mucoid was shown to 
be galactose; whereas, in the mucin, more than one ordinary sugar 
-was shown to exist, because the colour intensities by the three re- 
actions were not in accord with one another, when expressed as any 
of the hexoses. 

Typical examples will be given below. 


a) The mucin. 
Prep. III was adapted. The final solution corresponded to 
0.49% solution of the mucin. 


E 4 Cone. (%) of the ordinary sugar in the 
' Colorimetric final solution, expressed as: 
Reaction reading 
a Galactose Mannose Glucose 
Orcinol | 15.1. 0.0118 0.0120 0.0155 
Indole 17.3 0.0150 0.0168 0.0118 
Diphenylamine I. | 0.4 0.0215 0.01C8 0.0123 


b) The mucoid. 
Prep. II was taken. lee. of the final solution corresponded 


to 5.4mg of the preparation. 


S : ‘ Cone, (%) of the ordinary sugar in the 
; Colorimetric final solution, expressed as: 
Reaction reading 
‘sre Galactose Mannose Glucose 
Orcinol 8.4 0.0233 0.0250 0.0358 
Indole 12.4 0.0225 0.0245 0.0165 
Diphenylamine I. 14.0 0.0235 0.0135 0.0115 


1) Reduction by a specimen of sublingual mucin was equivalent to 9.3% 


of glucose. 
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Physical measurements. 
The mucin. 
The substance (Prep. II) was dissolved in water by means of 
the least requisite quantity of dilute NaOH solution. pH of the 


solution thus prepared was 8.35 and concentration 1.0275%. 
i) Optical rotation 


— 0.22 x 100 
23 = —21.4° 
lal = 7 021 x 1.0275 x1 
ii) Specifie refraction 
(138475) eal 100. ~—-(1.83268)?-1 1. 100—1.0275 


: . . =0.276° 
(1.33475)?+2 0.9994 1.0275 (1.33268)?+2 0.9973 1.0275 


The mucoid. 
Prep. II was adapted as watery solution. 
i) Optical rotation 
Jone. of the mucoid in the solution was 1.013%. 


0.1: x100 
18 3 ° 
0 — —s eS 


11) Specific refraction 
Cone. of the mucoid in the solution 1.0%. 
Temp. was 12°C. 


(1.33467)? 1 ieee 100 GU338ilo) geal iff OOS EO 
(1.33467)?+2 ‘1.0038 1.0 (1.33315)? +2) 0.9995 1.0 


=0/2035 


The writer is much indebted to the Foundation for the Promo- 
tion of Scientific and Industrial Research of Japan for a grant. 
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Levene and Lépez-Suarez” placed the carbohydrate group- 
ing of corneamucoid together with those of funis and vitreous 
mucins under a subgroup of mucoitinsulfuric acids in their classi- 
fication ; while Karl berg recently claimed it to be a polysaccharide 
made up of glucosamine and a kind of hexose, probably mannose, 
in the proportion of 1 to 1. He based his conclusions on analyses 
of his mucoid preparations, which contained 7.7% glucosamine and 
8.0% “mannose”, with only 0.3% S separable by hydrolysis. 

Intending to clarify this problem, I at first prepared the 
mucoid in a like manner to Morner, but started with tissue which 
had been first dried with alcohol, and made analyses according 
to the procedures of our laboratory. The results affirmed neither 
of the foregoing assertions as the preparations involved glucosamine 
and galactose in one equivalent ratio; and moreover, sulfate-S in 
the same ratio, whereas glucuronic acid was not found. Sulfur 
in the form of sulfate was said by Karlberg to have amounted 
only to 0.22 equivalent of glucosamine in his preparation. Accord- 
ing to our experience, however, this inorganic radical, when com- 
bined with sugar, is cleft off with comparative difficulty, as already 
mentioned”) and in addition at least 6 hours are required for the 
complete precipitation of BaSOy. It is suspected accordingly, that 
Karlberg as well as Morner who insisted on the complete absence 


1) They isolated carbohydrate complexes directly from tissues not only 
from cornea but also from other kinds of animal material, throughout the whole 


of similar investigations. 
2) The 31st communication, 
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of sulfate-S, may have not amplified these analytical conditions. In 
the second undertaking, I tried to isolate the carbohydrate complex 
from the mucoid by following the procedures of Levene and 
Lépez-Suarez. Although the preparations obtained were not 
sufficiently pure, the constituents of the complex remained in them 
in the same proportions as in the mucoid. The equivalent ratios 
of nitrogen to sulfate-S were 2.76 and 3.42, resembling the corre- 
sponding relations in the specimens which Levene and Lépez- 
Suarez assumed as mucoitinsulfuric acid without deciding if 
uronic acid, a characteristic constituent of itinsulfuric acid, were 
involved. These authors attributed the relative low content of 
sulfur to its instability in linking to the carbohydrate. The 
nitrogen values in their substances, on the contrary, seem to me 
too high, owing to the impurities containing this element. 

It is interesting that the hexosamine-hexose complex which is 
free from glucuronic¢ acid exists in some glycoproteins as an etherial 
sulfate similarly as has been well established in chondroitin and 
mucoitin. 

Meyer and Palmer appended to one of their communications 
on glycoproteins a note saying that they could isolate from cornea 
a substance having the composition of mucoitin sulfuric acid. The 
details have not yet been published. 


EXPERIMENTAL. 


Preparation. 
I. Mucoid. 


The corneas (of cows’ eyes) were removed from the screla, and 
the substantia propria was separated from the epithelial layer and 
from Descemet’s membrane mechanically, and then dehydrated 
by placing in 95% aleohol for several days. From 1440 corneas 
were thus obtained 90 gm. of dry dises. 

The dry dises were sheared with scissors, and, after the addi- 
tion of a thymol alcoholic solution, agitated in cold water” (1300 ce. 


1) Mérner employed potassium hydroxide solution and ammonical water 
besides water alone. 
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for 10 gm. of the material) with a stirrer for 5 days. The residue 
was extracted again for 3 days, by renewing the water; and to 
the combined extracts, which reacted neutrally, were added 30% 
acetic acid until the pH was lowered to 1.6. The deposits which 
appeared thereby were suspended in water (200 ce. when prepara- 
tion was begun with 10 gm. of the material), dissolved by means 
of a dilute K,COs solution, the pH being maintained within 8.0, 
and reprecipitated with acetic acid, after centrifuging off the in- 
soluble part. Purification was repeated once more in a like manner, 
but this time, alkali was not required for dissolution. The sub- 
stance was then washed with alcohol and ether and finally dried 
in vacuo over P20;. The yield of Prep. I (from 10 gm. of dry 
material) was 150 mg and that of Prep. II (material: 31 ¢m.) was 
0.6gm. To add an explanatory remark, the mucoid formed no 
shmy solutions in water and was precipitated always in the form 
of flock, as Morner observed. Precipitation oecured more easily 
in the presence than in the absence of sodium chloride, which is 
just the reverse of the case of funis mucin. 


IT. The carbohydrate grouping. 

Separation was carried out on the principle which Levene 
and Lépez-Suarez adapted for isolating it from tissue, except 
that in the final stage the product was treated further with chloro- 
form and amylalcohol, as follows: 

300 mg of the mucoid were taken up in 20 ce. of 1.5% NaOH 
solution and stood at room temperature. After 3 days, the solution 
was acidulated with 30% acetic acid and heated with an excess of 
BaCO3 powder on a bath for 2 days, with occasional agitation. 
Water was added from time to time, and it was finally centrifuged. 
The substance in view was then precipitated from the supernatant 
brownish liquid with 30 volumes of glacial acetic acid. The deposit 
was washed 10 times with alcohol, kneaded with 3 ec. of chloroform 
for 2 hours, and thereupon 15 ce. of water and 1 ce. of amylaleohol 
were further added, followed by shaking for 12 hours. After 
centrifuging the mixture, the substance was precipitated from the 
watery layer, as mentioned above, with glacial acetic acid, washed 
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with aleohol and ether and dried in vacuo (Prep. I). A crop of 
40 mg was obtained. 

Prep. II was prepared from 0.5 gm. of the mucoid and the 
yield amounted to 50 mg. 


Qualitative Tests. 
I, The mucoid. 


Biuret, xanthoprotein, Millon, Sakaguchi, diazo and 
Molisch (deep reddish-violet coloration) tests were all positive. 
Hopkins-Cole and Morse reactions were negative. 

It was precipitated faintly by ammonium sulfate (at half 
saturation), mercuric acetate, mercuric chloride and tannic acid 
and markedly by phosphotungstie acid and trichloracetic acid, 
while not by ferricyanide-acetic acid. Heat coagulation did not 
take place. 

It was free from phosphorus. Although in a slight degree, 
Blix’s test for amino-sugar was given immediately without previous 
heating of its alkaline solution. Naphthoresorcinol and aniline 
acetate tests for uronic acid were negative. 


II. The specimens of the carbohydrate grouping. 
Biuret was given. The Molisech test gave a reddish violet 
colour. Naphthoresorcinol and aniline acetate tests were negative. 


Quantitative Analyses. 


Analytical data of the mucoid will be listed in Table I. 

In these specimens less nitrogen was contained than in 
Morner’s (12.63-12.97%) as well as in Oldfeldt’s (13.0=13.8%). 
For preparation, the tissue was treated here in advance with 
alcohol, as in the case of funis mucin.'’ Therefore, for the same 
reason as stressed there, the present specimens are considered purer 
than those of the previous authors. Correspondingly, with respect 
to the carbohydrate content, these specimens surpassed conspicu- 
ously Karlberg’s, which like those of Mérner and of Oldfeldt, 


1) The 46th paper of this series of investigation (Suzuki, 1939). 
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TABLE I. 
Analyses of corneamucoid. 


In per cent Rag esved 26 Sdutvalests 
Amalyacs eh easiva ent weight 
Prep. I Prep. II Prep. I Prep. IT 
Nitrogen 11.39 11.70 
Total reduction”, 
as glucose 38.23 37.07 , 
Carbohydrate redue- 
tion”, as glucose 24.12 24.03 
Glucosamine 12.88 Wee 1.00 1.00 
Galactose 
i Diphenylamine 
method I 12.86 12.76 
ii Indole method 12.74 12.89 
it Orcinol method 12.86 12:89 
mean 12.82 12.85 0.99 1.04 
Acetyl eae 3.04 1.06 1.03 
Sulfate-S 1.87 1.99 0.81 0.91 
Ash 3.49 3.42 


1) Duration of acid hydrolysis: 3 hours. 


had been separated from fresh tissue. 

The ordinary sugar was identified with galactose colorimetri- 
cally by the method repeatedly employed means in this laboratory. 
When expressed as mannose or glucose, the figures calculated from 
the intensities of coloration were not coincident. Next, in each of 
the preparations the carbohydrate reduction was in fair agreement 
with the total sum of the reducing forces calculated from galactose 
and glucosamine contents. The latter were in Prep. I, 24.08!) and 
in Prep. II, 23.44% as glucose. These findings and the negative 
result of naphthoresorcinol test all deny the existence of uronic 


acid. 
Finally the amino-sugar, galactose and acetyl were found to be 
2.92 x 2004 19.88, 959 9498 and 12.85 x 209+ 19.96 x °° = 93,44 
1) 12.82x + 12.88 ag 4.08 ané OK aaa eid 


The relative reducing forces of galactose and glucosamine to glucose were 
derived from the experimental values of Masamune and Tanabe (1988). 
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present in an uniequivalent proportion. Sulfate-S amounted to a 
little less than the equivalent, but the divergencies were within 
analytical error. 

Conclusively it may be said that the prosthetic group of the 
cornea mucoid is taken up by a sulfuric ester of an equimolecular 
complex of acetylglucosamine and galactose. 

Analyses of the preparations of the carbohydrate complex gave 
figures embodied in Table II. 


TaBLeE II. 
Analyses of preparations of the carbohydrate grouping. 
5 In equivalents per 
LENT equivalent weight 
Analyses 
Prep. I Prep. II Prep. I Prep. II 
Nitrogen 5.71 5.90 2.76 3.42 
Total reduction”, 
as glucose 52.50 47,22 
Carbohydrate redue- 
tion”, as glucose 48.14 43.75 
Glucosamine 22.05 1.90 
Galactose 
i Diphenylamine 
method I 26.60 21.96 
ii Indole method 26.60 21.96 
iii Orcinol method 26.83 22.22 
mean 26.68 22.05 1.00 1.00 
Acetyl 6.04 1.14 
Sulfate-S 4.42 3.61 0.93 0.92 
Ash 10.91 


Levene and Lépez-Sudrez’s preparations: 3.93% N and 2.27% sulfate-S 
(equivalent ratio of N to S: 3.96 to 1.00), and 4.62% N and 3.10% sulfate-S 
(equivalent ratio of N to S: 4.76 to 1.00). 

1) Duration of hydrolysis: 3 hours. 


The products still showed positive biuret reaction, owing to 
the insufficient strength of the alkali which was employed for 
cleaving off the protein part. The lack of material did not allow 
a further attempt with stronger alkali. Nevertheless, it is worth 
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noting that the mutual relationships among the components of the 
assumed carbohydrates remained so by the alkaline treatment, not- 
withstanding the marked reduction of nitrogen belonging to the 
protein fragment. The mutual relations among them would have 
been altered, if the carbohydrate grouping had not been made up 
of a single polysaccharide. 

I also attempted to isolate the carbohydrate complex directly 
from the tissue as did Levene and Lépez-Suarez. But the 
product appeared to involve more than one ordinary sugar because 
the reactions by means of orcinol, indole and diphenylamine gave 
colours of intensities which did not agree with one another, when 
expressed as any of the hexoses. 

The Foundation for the Promotion of Science and Industrial 
Research of Japan gave a grant towards the cost of this research, 
which is gratefully acknowledged. 
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As is customary in this laboratory, an investigation of this 
subject was also made, first on the mucin and then on the carbo- 
hydrate separated from it. Levene and Meyer tried with their 
co-workers to isolate the latter directly from the humor. But first, 
polysaccharides in animal tissues, other than glycogen, are not all 
regarded as conjugated with proteins,"’ and second, in some of the 
elycoproteins more than one kind of carbohydrate’ are involved. 
Consequently neither of the substances obtained by the authors 
mentioned above is assumed to be the prosthetic group in search 
or, if it be so, to take up alone the whole of this part. ., 

The mucin is scarcely precipitated from the fresh humor by 
simple acidification. Therefore, Mérner? diluted the humor 2 
to 6 times before treatment with acetic acid, while Young”? 
criticized the dilution as of little effect?) and recommended either 
to use liquor 3 or 4 days old or to boil it, while fresh, in order to 
change the “acid-soluble mucinogen” into mucin. The writer found 
it easily separable if one collects the aleohol-precipitable substances 
from the vitreous humor and acidulates the watery extract. The 


1) The readers are referred to the 37th, 39th, 43rd and 47th communica- 
tions of this series of investigation (Hisamura 19381 and ii, Tanabe 1939, 
and Suzuki 1939 ii). 

2) Literature before Mérner and Young was reviewed comprehensively 
by these authors. 

3) The writer substantiated what he said. 
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preliminary alcoholic treatment not only removes mineral salts 
which hinder the mucin from precipitation by acid, but also 
denatures or makes insoluble the proteins which act as protective 
colloids. 

Preparations obtained by the new process contained less 
nitrogen than those of Mérner and of Oldfeldt. The purity 
of the preparations seemed the same as in the cases of funis mucin 
and eorneamucoid (Suzuki 1939i and iii). The relationships 
among carbohydrate-reduction, glucosamine, glucuronic acid 
and acetyl were like those in funis mucin. Sulfate-S was either 
absent completely or so scanty that it was an impurity. No 
ordinary sugar was found. The results suggested that mucoitin 
from funis mucin constitutes the sole ingredient of the prosthetic 
group. The preparation showed a neutral equivalent and optical 
rotation identical to those of the carbohydrate from funis mucin 
(Suzuki 1938). Regarding the prosthetic group of this mucin, 
the writer could not agree with Karlberg who thovght it eom- 
posed of glucosamine and “mannose”. 


EXPERIMENTAL, 
Preparation. 
I. The mucin from vitreous humor. 


The vitreous humor was dissected out from fresh ox eyes and 
added to 5 volumes of aleohol (95%), after being filtered through 
a cotton gauze. The deposit was separated, washed with alcohol 
and ether and dried in vacuo at room temperature. 30mg of dry 
powder were obtained, on the average, from one eye. In the next 
stage, the material was submitted to extraction by placing in cold 
water (300 ce. of water when 2 gm. of the powder were used) in 
an ice chest over night. The residue was extracted twice more 
with decreasing volumes of water (200 and 100 cc. in the example). 
The extracts were combined and filtered through a Biichner 
funnel, and the viscid filtrate was acidified by means of 30% 
acetic acid to pH 2.0 in order to precipitate out the mucin. It was 
not soluble in an excess of acetic acid, while the addition of sodium 
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chloride was seen to interfere with it in falling out. The crude 
product was further taken up in water and dissolved by means 
of the least requisite quantity of dilute KoCO3 solution and 
deposited again with acetic acid. The substance was redissolved 
and reprecipitated, finally washed with alcohol and ether and dried 
in vacuo over P2O;. 

P Specimen I: Started with 2em. of the dry powder. The 
combined extracts reacted feebly alkaline (pH 7.6). Yield, 400 mg. 

Specimen IT: 4egm. of the dry material was used. Care was 
taken to keep the extracting water neutral by the occasional addi- 
tion of dilute acetic acid. Yield, 800 mg. 

Specimens III and IV: Prepared as was Sp. I. The materials 
employed were 5 gm. and 1 gm. and the yields were 1.0 and 2.0 gm. 
respectively. 

All of these preparations formed viscous solutions when dis- 
solved in water with the aid of an alkah. 


II. The carbohydrate grouping. 

The procedures adopted to separate mucoitin from funis mucin 
were employed and a product weighing 70 mg was obtained from 
200 mg of Sp. Il of the mucin. 


Qualitative Tests. 

I. Mucin. 

It gave positive biuret, xanthoprotein, Millon, Sakaguchi 
and diazo (orange red) tests. Hopkins-Cole and Morse tests 
were negative. All the specimens gave by the Molisch reagents the 
green coloration characteristic of uronic acid, but Sp. I, III and IV, 
in preparation of which the watery extracts became a little alkaline, 
showed a reddish layer besides the green stratum; although the 
ordinary sugar contaminants could be only very small, when judged 
from the results of orcinol and indole reactions (see below). 

Ammonium sulfate (at half saturation) and mercuric chloride 


1) pH was not shifted beyond 8.0. 
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produced turbidity, while mercuric acetate, phosphotungstic acid, 
trichloracetie acid and tannic acid precipitated it well. Potassium 
ferricyanide (-+acetic acid) did not cause any precipitation at all. 
Heat coagulation was not producible. 

Phosphorus was absent. 

Napthoresorcinol (Neuberg and Saneyoshi) and aniline 
acetate tests were given. 

Blix’s test for aminosugar was shown immediately without 
previous heating of alkaline solution of the substance. 


Quantitative Estimations. 


The data on mucin will be embodied in Table I and those on 
the carbohydrate grouping in Table II. 


IMsivas AL, 
Mucin from the vitreous humor. 


In equivalents per 


In per cent ; A 
E equivalent weight 


Analyses 
Sp. I |Sp. II] Sp. ITI) Sp. 1V | Sp. I |Sp. IT] Sp. IIT) Sp. IV 

Nitrogen” 10.09} 10.04| 9.68 | 10.03 
Total reduction”, 
as glucose 41.66] 43.57] 45.16 | 42.99 
Carbohydrate redue- 
tion”, as glucose 34.09 | 34.40] 34.52 | 33.80 
Glucosamine 22.71] 21.58) 22.60 |} 22.91 | 1.00 | 1.00 | 1.00 100 


Glueuronic acid 
i Furfural method | 24.27| 23.11] 24.34 | 24.27 


ii Indole method 25.381] 24.55| 24.00 | 25.66 
ili Orcinol method 24.68] 24.01] ‘24.09 | 25.78 
(mean) 24.75 | 23.89| 24.14 | 25.24 | 1.00 | 1.02 0.98 1.02 
Acetyl 5.06] 5.47} 5.94 5.25 | 0.93 | 1.06} 1.09 | 0.95 
Sulfate-S 0.16) 0.26) 0.24 0.0 0.03 | 0.07 | 0.05 0.0 


Ash 0.69} 0.49) 0.50 


1) Mérner: average 12.27%; Oldfeld: 12.7 and 12.8%. 
2) Time of hydrolysis: 3 hours. 


It would be superfluous to comment on the figures, because 
a glance shows that the carbohydrate has the composition of 
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TABLE II. 
Mucotin from mucin of the vitreous humor. 
Analyses In per cent | In equivalents per 
| equivalent weight 
Nitrogen 3.16 0.96 
Reducing force after | 
hydrolysis”, as glucose 64.70 | 
Glucosamine eA) 1.00 
Glucuronie acid 
i Furfural method 47.51 
ii Indole method 47.78 
iii Orcinol method 49.10 
a Are Si meray wai eee = 
mean 48.16 1.05 
Acetyl 10.16 1.00 
Sulfate-S 0.0 | 
| 
Ash 0.15 
1) Time of hydrolysis: 3 hours. 
mucoitin that Levene proposed. Its neutral equivalent and 


optical rotation were the following. 


Neutral equivalent. 
0.002511 x 1000 

0.65 

100 


= 386. 


Optical rotation. 


0.055 X 3.38078 


rr 
0.00251 x 1.0008 


islp= 
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LII. Estimation of Free Aminosugar!) in Urines, 
Normal and Diabetic. 


By 


MASATO YOSITAKE. 


(From the Medico-Chemical Institute, Hokkaido Imperial University, 
Sapporo. Director: Prof. H. Masamune.) 


(Received for publication, February 13, 1939) 


The Zuckerkandl and Messiner-Klebermass method for 
the estimation of glucosamine was improved in accuracy by Wata- 
nabe. But the disagreeable feature found in the evaporation of 
a glucosamine containing solution still remained, because a faint 
browning of the residue always takes place, when the method is 
applhed, as Kawabe did, to urine analysis, and interferes with 
the final stage of colorimetry. This difficulty is avoided if one 
replaces acetylanhydride with acetylacetone as the reagent to 
derive a product giving a dyestuff with Ehrlich’s reagent. It 
was for a similar reason that Masamune and Nagazumi apphed 
the principle of Elson and Morgan to the analysis of gly- 
coproteins. 

Non-amino-sugars in protein molecules have an inhibitory 
action on the colour development of the aminosugar. So Masa- 
mune and Nagazumi disintegrated them by heating the proteins 
with 5.5” hydrochloric acid for a long time. In order to analyse 
diabetic urine, urea as well as glucose must be removed or de- 
composed at first, because it is also an extreme depressor of the 
coloration of the aminosugar, as Kawabe mentioned. In an effort 
to devise a convenient method for this purpose, the writer found 
that, under the conditions preferred, hot hydrochloric acid breaks 


1) No free aminosugar is found normally in urine. The object of the 
present analysis is the aminosugar excreted as such after its administration to 


the animal body. 
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up both glucose and urea to satisfactory extent, while glucosamine 
remains wholly in a perfect state. In urine, glucosamine is pre- 
existent as combined in a glycoprotein as well as in polysaccharides 
and is set free by this acid treatment. But these colloidal sub- 
stances remained on an ultrafilter and it was thus possible to 
estimate quantitatively free glucosamine in normal and diabetic 
urines, which will be discussed in the following. 


REAGENTS AND APPARATUS 


1. Acetic acid solution (380%). 

2. Lead acetate solution (neutral, 37.9%). 

3. Ether purified and saturated with water. 

4. HCl solution (2). 

5. Anhydrous NagCOs powder. 

6. Reagents by Masamune and Nagazumi for analysis of 


the aminosugar of proteins.” 

In the acetylacetone solution are dissolved 2.923 em. 
of NaCl per 15 ce. 

7. Membrane for ultrafiltration. 

A hard filter paper (54 em, Toyo Roshi Co.) is soaked 
with pharmaceutical collodion solution (4%) and suspend- 
ed in air for 5 minutes for drying. The impregnation 
and the following suspension are repeated once more and 
the membrane is submerged and kept in distilled water 
for use. , 

8. An Zsigmondy apparatus for filtration. 


PROCEDURES. 


When the urine is alkaline, it is acidified to pH 6.8 by means 
of 30% acetic acid. 

20 ec. of urine is mixed with 4 ce. of the lead acetate solution, 
precipitates are centrifuged off and the excess of lead is removed 
by means of H2S-gas. After aerating out H.S, the liquid is filtered 
through a membrane, (7) in the above, clamped in a Zsigmondy 


1) S. p. 224-225 in their communication. 
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apparatus and the filtrate is passed through with a rapid current 
of ether for 1.5 hours. Ether is expelled. The pH of the solu- 
tion is about 6.4 at this stage. 6c. of it are then taken into a 
test tube!’ and autoclaved with 4 ce. of 2n. HCl solution at 150°C 
for 10 minutes.2? When cold, the contents of the tube are 
neutralized with anhydrous sodium carbonate powder to pH 6.8, 
with a following transferrence into a 25 cc. measuring flask with 
the lead acetate solution, as described by Masamune and Naga- 
zumi, and the procedures of these authors are further followed. 


CALCULATION. 


Calculation is made after Masamune and Nagazumi, the 


successive dilutions of the urine being taken into account. 


REMARKS AND HWXPERIMENTS. 


1. When urea is introduced simultaneously with the amino- 
sugar as a watery solution into the aminosugar tube®’ of Masa- 
mune and Nagazumi, it does not hinder the colour reaction up 
to 4me, whereas 8 mg change the colour to orange red from violet 
red and makes colorimetry impossible. 

The quantity of hydrochloric acid which is necessary for 
disintegrating urea was determined by autoclaving 5cc. of an 
acidulated rabbit urine at 150°C for 10 minutes with 5 ce. of this 
acid at various strengths (0.4, 0.8, 1.2, 1.6 and 2n.). The solution 
was cooled, 10 mg of glucosamine hydrochloride added and treated 
further as described above. The results demonstrated that, when 
the acid was 1.2m. or stronger, the colour developed was of the 
same nuance as the standard and the colorimetric reading coincided 
exactly with calculations from the quantities of the added 
glucosamine and of the pre-existent one*? which was estimated 


1) 2.5 emx18em. It is covered with tinfoil and set in the autoclave. 

2) It takes 30 minutes each to raise the temperature to 150°C and to 
let it fall back to 100°C. 

3) Signifies the tube employed for condensation of the aminosugar with 
acetylacetone and following coloration. 

4) Most of normal rabbit urines contain more than 100 mg of glucosamine 
in combined form per 100 ce. as expressed as the hydrochloride. 
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similarly without addition to the urine of the aminosugar. 

Regarding the decomposition of mnon-amino-sugars, experi- 
ments were carried out in a like manner by taking, instead of urea, 
50mg each of glucose, mannose, fructose and galactose. In all! 
cases the sugars were decomposed so extensively that no more de- 
pression of the coloration of the aminosugar was observed. 

2. Reeovery of added glucosamine. Various amounts of 
glucosamine hydrochloride were dissolved in human as well as in 
rabbit urine, which had been neutralized by means of acetic acid 
and clarified by centrifuging, and subjected to the present 
procedures of analysis. The recovery was complete. A red colour 
was also developed by the urine to which no aminosugar was added, 
but it was infinitesimally pale and had no perceptible influence on 
the results, as can be readily seen from the figures listed in Table I. 


TABLE I. 
Recovery of glucosamine added. 


Recovery of glucosamine 
Glucosamine 
hydrochloride Rabbit urine Human urine 
added to 100 ce. —— —|- - 
of urine mg in 100 ee. oF mg in 100 ce, ; 
mg of urine, as ee oh : of urine, as ; 7 es 
hydrochloride NS hydrochloride POEUN 
125 122.5 | 98 DOTS 102 
250 250 100 250 100 
. 375 375 100 375 100 


3. When urine which had been acidified to pH 4.6 was shaken 


with chloroform for 24 hours, most of the aminosugar-containing 
compounds were found to have been removed. This treatment, 
however, was not so advantageous as ultrafiltration. 

4. Calcium in urine is not removed by the preparatory opera- 
tions for the coloration process, and it accordingly precipitates 
out a part of the carbonate of the acetylacetone solution, but the 
deposit disappears again on treatment with Ehrlich’s reagent, 
producing no effect on the colour development. 
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‘ 9. Hippuric acid, uric acid and creatinine gave no product 
by the autoclaving, which gives colored derivatives with acetyl- 
acetone and Ehrlich’s reagent. 

I am indebted to the Foundation for the Promotion of 
Science and Industrial Research of Japan for a grant towards 
the expenses of this work. 
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EINE MIKROBESTIMMUNGSMETHODE DES 
HISTIDINS. 


VON 


ZENYA KURIHARA. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
au Chiba. Direktor: Prof. Dr. S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 24, Mirz 1939) 


Die Mikrobestimmung des Histidins beruht auf der Pauly- 
schen Diazoreaktion oder der Kunoopschen Bromreaktion. Die 
erste Reaktion wurde besonders wegen ihrer ausserordentlich 
grossen Empfindlichkeit zur quantitativen Histidinanalyse heran- 
gezogen, sie hat aber an sich den Nachteil, dass die Farbung mit 
dem Diazoreagens nicht spezifisch ist. Die letztere Reaktion ist 
dagegen, wie von Knoop (1908) betont wurde, fiir Histidin 
spezifisch. Sie wurde von Kapeller-AdJer (1934 a) zur Mikro- 
methode der Histidinbestimmung ausgearbeitet. 

Die Knoopsche Reaktion verlauft wie folgt. Wenn man 
eine wassrige Lossung des Histidins oder seiner Salze mit Brom- 
wasser bis zum Bestehenbleiben eines gelblichen Tons versetzt 
und erhitzt, wird die Losung zuerst farblos, dann farbt sie sich 
aber bald rot order weinrot. Die Farbreaktion kann auch in der 
Kialte stattfinden, jedoch langsamer als in der Hitze. Hunter 
(1922) hat angegeben, dass das Histidin bei Zimmertemperatur 
pro ein Mol mit 3 Atom Brom reagiert und bei der Ausfiihrung 
der Knoopschen Reaktion in der Hitze eine vorherige Entfer- 
nung des iiberschiissigen Broms durch Chloroformextraktion vor- 
teilhaft ist. Wie spater erwahnt, habe auch ich einen grossen 
Uberschuss von Brom auf Histidin in saurer Reaktion einwirken 
lassen und nach 10 Minuten das Brom mit Chloroform ausgezogen. 
Kine merkwiirdige Angabe von Hunter ist nun, dass die Farb- 
nuance der Histidinbromreaktion von der Aziditat der Losung 
abhingig ist. Bei stark saurer Reaktion wird namlich eine gelb- 
lichbraune, bei neutraler Reaktion aber eine dunkelbraune Ver- 
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fairbung beobachtet. Falls die Histidinbromlésung jedoch vor der 
Erhitzung mit Natronlauge schwach alkalisch gemacht wird, ent- _ 
steht eine unbestiindige hellrote Farbe. Wenn die Losung da- 
gegen mit Ammoniak alkalisiert wird, ist eine schnelle Entwick- 
lung einer tiefen violetten Farbe zu beobachten. Die optimale 
Ammoniakmenge zur Farbreaktion war aber nach jenem Autor 
schwer zu ermitteln. 

Als Kapeller-Adler (1934 a) zuerst tiber ihre Methodik 
berichtete, hat sie sich wohl prinzipiell die Tatsache zunutze 
eemacht, dass der schwarze flockige Kérper, der sich bei der 
Knoopschen Reaktion aus der Histidinbromlésung in der Warme 
niederschligt, durch Ammoniak bzw. Ammoniumearbonat in eine 
purpurrote bzw. tiefblauviolette Losung iiberfiihrbar ist, jedoch 
hat sie in der praktischen Ausfiihrung, zufallig mit der Angabe 
von Hunter (1922) iibereinstimmend, aber ohne vorherige Ent- 
fernung des Bromiiberschusses die Histidinbromlosung einfach 
nach dem Zusatz der Ammoniak-ammoniumearbonatlosung er- 
hitzt. 

Nach meiner Erfahrung bei Histidinstudien muss 1) die 
Histidinldsung nach der Reaktion mit tiberschiissigem Brom von 
freiem Brom befreit werden, 2) muss die Aziditat der Histidin- 
bromlésung wihrend der Entwicklung der Farbe konstant ge- 
halten werden. In bezug auf den ersten Punkt ziehe ich die 
Entfernung des Broms dureh Chloroformbehandlung vor, obwohl 
Kapeller-Adler (1934 b) bzw. Féldes (1936) einen vorsichtigen 
Zusatz von Essig-Bromlésung unter Verwendung von Jodkali- 
starkepapier bzw. einer entsprechenden Lésung empfohlen haben. 
Sera (1936) hat das iiberschiissige Brom mittels Ammonium- 
rhodanids reduziert. Hinsichtlich des zweiten Punktes hat schon 
Hunter, wie oben erwahnt, die Abhangigkeit des Farbtons von 
der Aziditat der zu erhitzenden Lisung mitgeteilit. Sera (1936) 
hat Pu 5 als die giinstigste Aziditat fiir die Farbenentwicklung 
gewahlt. Dies ist eine beachtenswerte Feststellung von Sera. 
Er hat ausserdem die Histidinbromléung nur auf 50° erwirmt. 
Die meisten Autoren, die sich bisher mit der Kunoopschen 


Reaktion beschaftigten, haben die Histidinbromlésung erhitzt oder 
‘ 
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genauer gesprochen, im Becherglas mit siedendem Wasser erhitzt. 
Bei solcher hohen Temperatur ist aber im aligemeinen der Verlauf 
der Farbstoffbildung und der Nuanceinderung so schnell, dass 
man an den gleichzeitig angestellten Proben manchmal kaum 
gleichmassige Erhitzung erwarten kann. Wie spiiter erwiihnt, 
habe ich die Verfirbung der Histidinbromlisung bei Zimmer- 
Temperatur ablaufen lassen. 

Die Histidinreaktion von Kapeller-Adler (1934 b, e; 1936), 
Weiss (1934) und Foldes (1936) wurde eigentlich fiir die 
Schwangerschaftsdiagnose zu einer direkt am Urin ausfiihrbaren 
Form ausgearbeitet, die Farbintensitit braucht daher nicht dem 
Histidingehalt proportional sein. Die urspriingliche Methode von 
Kapeller-Adler (1934 a) hat aber die quantitative Histidinbe- 
stimmung bezweckt und war wirklich an Hiweisshydrolysaten 
und Urin ausftthrbar. Dabei wurde das daraus isolierte Histidin 
in 10% Schwefelsaure gelést und diese Lisung in gleicher Weise 
wie die Standardhistidinlésung, die in 0.2% Schwefelsiure gelist 
war, behandelt. Meines Erachtens wird eine gleiche Menge His- 
tidin in 0.2% bzw. 10% Schwefelsiure nach sofortigem Bro- 
mieren und Alkalisieren einen stark voneinander abweichenden 
Farbgrad zeigen. 

Ich habe unter der Leitung yon Prof. Akamatsu uber die 
Mikrobestimmung des Histidins gearbeitet. Sie wird zukinftige 
Studien itiber den Histidinumsatz fordern. 

Die kolorimetrische Histidinbestimmung soll auf einer spe- 
zifischen Reaktion dieser Aminosaure beruhen. Ich bin daher von 
der Knoopschen Reaktion ausgegangen. Die Methodik soll 
weiter—so hoffte ich—an-. der einfachen enteiweissten Lésung ohne 
vorherige Isolierung des Histidins oder seiner Fraktion ausgefuhrt 
werden, soweit die Loésung ausser dem Histidin keine chromogene 
Substanz und keine, die Kolorimetrie stérende Substanz enthalt. 
Ich habe daher unter der Voraussetzung, dass die Enteiweissung 
dureh Zusatz des gleichen Volumens 16%iger Trichloressigsaure 
ausgefiihrt wird, die kolorimetrische Bestimmung an der Histi- 
dinlésung, die mit Trichloressigsiure in gleicher Weise gemischt 
ist, studiert. 
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Die Bromierung des Histidins wird bei Zimmertemperatur 
mit iiberschiissiger Menge Brom-chloroformlésung ausgefihrt, da 
das Histidin unter dieser Bedingung nicht zerstért wird. Das 
nicht réagierende Brom in der wiassrigen Schicht wird durch 
Chloroform ausgeschiittelt. Dadurch nimmt das Histidin in der 
Losung eine gentigende und hinreichende Menge Brom auf. Man 
muss aber darauf achten, dass bei der Chloroformextraktion auch 
die Trichloressigsiure aus der wissrigen Lésung teilweise enifernt 
wird. Um den Trichloressigsiuregehalt médglichst gleichmassig 
zu halten, habe ich zur Entbromierung der wassrigen Schicht 8% 
Trichloressigsaurechloroformlésung verwandt. 

Die Entwicklung einer Farbe von gleicher Nuance in der 
Histidinbromlésung und die Stabilisierung der Farbe war—wie 
bei anderen Autoren—auch bei mir eine schwierige Aufgabe. 
Nach zahlreichen vergeblichen Priifungen habe ich endlich ge- 
funden, dass zur Verfarbung der Histidinbromlosung eine Er- 
hitzung tiberhaupt unterbleiben soil, weil bei erhohter Temperatur 
die Farbreaktion zu schnell abléuft, um die Farbe in bestimmter 
Nuance zu behalten, und weiter, dass die Aziditat wahrend der 
Farbenentwicklung am besten bei Pu 4.6 gehalten werden soll. 
Pu 4.6 ist gerade die Aziditaét, bei der der Essigsaure-Acetat- 
puffer maximale Pufferwirkung ausiibt. Man kann daher die 
Histidinbromlésung, die durch Trichloressigsiure schon vorher 
stark angesduert ist, mit einem konzentrierten Gemisch von Essig- 
siure-Natriumacetat (1:1) versetzen, ich habe aber bloss aus Er- 
fahrung ein Gemisch von Essigséiure-ammoniumacetat gebraucht. 
Bei Pu 4.6 und bei Zimmertemperatur .farbt sich die Histidin- 
bromlésung allmahlich violettrot und zeigt in 25-30 Minuten ‘die 
maximale Verfarbung. Dem Essigsdure-acetatpuffer anschliessend 
wird gleichzeitig eine kleine Menge Kaliumeyanid zugesetzt. Das 
Cyanid bewirkt eigentlich, wie noch zu erwihnen, Stabilisierung 
der blauen Farbe bei alkalischer Reaktion. Da aber die Gesch- 
windigkeit der Farbstoffbildung bei Pu 4.6 unter Umstinden in 
unspezifischer Weise von anderen Substanzen als dem Histidin 
beeinflusst wird und das Cyanid diesen Hinfluss ausschaltet, ist 
der vorherige Cyanzusatz sehr vorteilhaft. 
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Die violettrote Verfirbung der Histidinbromlésune bei Pu 
4.6 ist aber nicht histidinspezifisch. Um eine dem Histidin ei- 
gentumliche Verfarbung zu erhalten, habe ich jene 25-30 Minuten 
Stehen gelassene Lésung mit Kalilauge deutlich alkalisch ge- 
macht. Die violettrote Farbe schliigt in schénes Blau um. Die 
Alkalisierung bewirkt bloss Farbveriinderung, die villige Farben- 
entwicklung bei Pu 4.6 muss daher schon vor dem Alkalizusatz 
zustande gekommen sein. Zur Stabilisierung der Farbstoffdis- 
persion wird nach Erfahrung Glycerin vor dem Kalizusatz in die 
Losung gemischt. Die blaue Verfirbung der alkalisierten Lisung 
ist in merkwirdiger Weise gegen Luftsauerstoff empfindlich. Der 
oben erwahnte Cyanzusatz wirkt aber gegen die Luftoxydation 
des brauen Farbstoffes. Wird dieser Zusatz fortgelassen, er- 
scheint die blaue Farbe der Losung von der Oberfliiche an all- 
mahlich rotlich verandert. Die Farbiainderung wird selbstver- 
standlich beim Schitteln stark beschleunigt. Der in der Histi- 
dinbromlésung entstehende Farbstoff soll iiberhaupt bei alkali- 
scher Reaktion gegen Sauerstoff empfindlich sein. Die rotviolette 
Verfarbung, die in reiner Histidinldsung nach der Vorschrift von 
Kapeller-Adler bei ammoniakalkalischer Reaktion entsteht, 
vertieft sich auch von der Oberflache her. 

Wenn die Histidinbestimmung nach dem oben erwahnten 
Prinzip ausgefiihrt wird, ist die Intensitét der blauen Verfarbung 
in weitem Bereich dem Histidingehalt proportional. Die alka- 
lische Losung kann auch mit Wasser verdtinnt werden, wobei. 
sich die Farbintensitat der Verdiinnung umgekehrt proportional 
verhalt. 

Eine bestimmte Menge Histidin, die der Organsuspension 
zugesetzt wird, kann nach der Enteiweissung des Gemisches in 
einfacher Weise bemessen und quantitativ wiedergefunden wer- 
den. Daher ist diese Mikrobestimmungsmethode besonders ge- 
eignet zur Histidaseuntersuchung mit Organsuspension oder Ex- 
trakt. Falls der Histidingehalt sehr gering ist, muss die Amino- 
siure angereichert werden. Im Harn ist eine individual ziemlich 
schwankende Menge Histidin vorhanden, die aber meistens zu 
klein ist, um direkt zur Analyse gebraucht werden zu konnen.. 
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Ausserdem befinden sich im Harn chromogene Substanzen, die die 
Bromreaktion des Histidins durch Einmischen andersartiger Farbe 
stéren. Ich habe daher den Harn zuerst mit alkalischem Phos- 
phat gegen Phenolphthalein neutralisiert und mittels aktiver 
Kohle entfarbt. Durch dieses Verfahren wird kein Verlust des 
Histidins verursacht und das in alkalischer Reaktion sich nieder- 
schlagende Erdalkali wird gleichzeitig entfernt, was fur die nach- 
herige Kolorimetrie in alkalischer Reaktion zweckmassig ist. Zur 
Anreicherung des Histidins wird das Filtrat, wie Lang (1933) 
ausgeftihrt hat, mit Quecksilbermischung und Borax behandelt. 
Das abzentrifugierte Histidinquecksilbersalz wird in 4% Trichlo- 
ressigsdure geldst und durch Hinwerfen eines Kérnchens Natrium- 
sulfid entquecksilbert, wobei die in Trichloressig unloslichen Sub- 
stanzen zusammen entfernt werden. Der Gebrauch des Natrium- 
sulfids ist einfach und zweckmassig, weil Durchleiten von H2S 
eine geringere Histidinmenge als die zugesetzte theoretische Menge 
nachweisen lasst. Das Bromieren der entquecksilberten Losung 
wird wie bei den einfach enteiweissten Losungen ausgeftihrt. 
Man kann damit das dem Harn zugesetzte Histidin wieder quan- 
titativ bestimmen, wenn auch der Harn an sich schon reichliche, 
uber 3-4 fache Mengen Histidin oder gar eine kaum nachzuwei- 
sende Menge davon enthalt. : 

Erforderliche Reagenzien und die Ausfiihrungstechnik wer- 
den unten angegeben. Das Verfahren bez. des Harns wird zuletzt 
beschrieben. 

Erforderliche Lésungen : 

1) 16 g/dl wissrige Trichloressigsiurelésung. 

2) Bromechloroformlésung: 5 eem Br+95 cem Chloroform. 

3) 8g/dl Trichloressigsiure in Chloroform. 

4) Essigsiure-Ammoniumacetat-gemisch: 100 cem 16 g/dl 
Ammoniumacetat werden mit 30g/dl Essigsiiure (56-57 ecm) ver- 
setzt, bis das Gemisch gegen Bromkresolgriinpapier Pu yon 4.6 
zeigt. 

5) 0.6 ¢/dl KCN. 

6) Glycerin: 2 Teile Glycerin (P.J.V) werden mit 1 Teil 
Wasser gemischt. 
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7) 20g/di KOH zur Analyse. 

8) Standardidsung: M/80 Histidinmonochlorid. 100 eem— 
184mg Histidin. 1 cem=1.84 mg Histidin. Man kann natiirlich 
die Konzentration der Standardlisung so wiihlen, dass 200 me 
Histidin in 100 cem Wasser enthalten sind. 


Erforderliche Apparate: 
Kolorimeter. 10cem Messzylinder mit Glasstépsel. Kleine 
Scheidentrichter von ungefihr 15 cem Inhalt mit Glasstopsel. 


Ausfiihrung: 1) Enteiweissuug der histidinhaltigen Ver- 
suchslésung mit gleicher Menge 16% Trichloressigsiure. 

2) Bromierung: 4ccm klares Filtrat werden in Scheiden- 
trichter einpipettiert, mit leem Bromchloroform versetzt, ein 
paar Sekunden stark geschiittelt, ca. 10 Minuten stehen gelassen 
und Bromchloroform abgegossen. Die wiassrige Schicht ist gelb- 
lich gefarbt, sie wird durch 3 malige Ausschiittelungen je mit 
2cem 8% Trichloressigsiure-chloroform entfarbt, durch trockenes 
Papier filtriert und weiter behandelt. Das Filtrat ist klar und 
farblos, verfirbt sich aber beim Stehenlassen allmahlich blau- 
violeti, falls eine massige Menge Histidin vorhanden ist. Die 
Geschwindigkeit der Farbenentwicklung ist weit langsamer als 
bei Pu 4.6. 

3) Farbenentwicklung: 1 ccm Filtrat wird in 10cem Mess- 
zylinder einpipettiert, mit Essigsdure-ammoniumacetatlosung auf 
4eem Marklinie gefiillt, gut gemischt, dann mit Cyanidlésung auf 
5eem Marklinie gefiillt, wieder gut gemischt und bei Zimmer- 
temperatur 25-30 Minuten stehen gelassen. 

4) Alkalisierung: Inhalt des Zylinders wird mit verdtinntem 
Glycerin auf 7 ecm Marklinie gefiillt, gut gemischt, dann mit 20% 
Kahlauge auf 10 cem gefiillt und wieder gemischt. 

5) Vergleichslésung: 2cem Standardlésung werden im 
Scheidentrichter mit 2cem Trichloressigsiure gemischt und in 
eleicher Weise wie oben bromiert. Weiterer Verlauf des Ver- 
fahrens sonst gleich. 

6) Kolorimetrie: Da Versuchslosung und Standardlosung 
in ganz gleicher Weise behandelt wurden, kann man aus der 
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Kolorimeterablesung sofort den Histidingehalt in 1 cem Versuchs- 
lésung oder seinen Prozentgehalt berechnen. Bei der Kolori- 
metrie gilt das Beersche Gesetz in weitem Bereich. 

Die Anreicherung des Histidins bei niedrigem Gehalt und 
die Beseitigung der st6renden Substanzen werden als Beispiel am 
Harn_ beschrieben. 


Erfordeliche Reagenzven: 

1) alkalische Phosphatlésung: gleichteiliges Gemisch von 
10 g/di NaOH und 10 g/dl krystallisiertem NazHPO.. 

2) aktive Kohle. 

3) 1g/dl Phenolphthalein in Alkohol. 

4) Quecksilberlosung von Hinsberg: 150 cem gesattigte Sub- 
limatlosung werden mit 70¢ krystallisiertem Natriumacetat und 
10¢ NaCl versetzt. 

5) gesattigte (8-4 g/dl) Boraxlésung. 

6) 4¢/dl Trichloressigsdaure in Wasser. 

7) Natriumsulfid zur Analyse. 

8) Natriumehlorid. 


Ausfithrung: 20eem Harn werden im Messzylinder mit 1 
Tropfen Phenolphthalein versetzt, mit alkalischer Phosphatlosung 
schwach alkalisch gemacht, mit Wasser auf 25 cem gefiillt, mit 
ungefahr 0.1-0.15 @ aktiver Kohle geschiittelt und filtriert. 20 
ecm farbloses Filtrat werden im Zentrifugenglas mit 1g Koch- 
salz und 2cem Quecksilberlosung gemischt und nach Phenolphtha- 
leinzusatz mit Borax schwach alkalisch gemacht. Nach einigen 
Minuten wird der Niederschlag durch Zentrifugieren gesammelt, in 
ein kleines graduiertes Zentrifugenrohr mittels Wassers eingespiilt, 
nochmals zentrifugiert und der Bodensatz auf 4eem Marklinie 
mit 4% Trichloressigsdure aufgefiillt. Der grésste Teil des Nie- 
derschlages geht in Losung. Hin stecknadelkopfgrosses Kérnchen 
Natriumsulfid wird dazu geworfen, es entsteht sofort ein grauer 
bis schwarzer Niederschlag, die Lésung wird dann durch trocknes 
Filtrierpapier direkt in Scheidentrichter filtriert und in oben er- 
wahnter Weise bromiert und filtriert. leem Filtrat wird zur 
Farbenentwicklung verwandt. Das weitere Verfahren ist gleich. 
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Berechnung: Bei der Bromierung war der Histidinqueck- 
silberniederschlag, der aus 20 cem 5/4 fach verdiinnten Harn ge- 
fallt wurde, in 4cem Trichloressigsiure gelést vorhanden. 1eem 
dieser Loésung entspricht also 4ceem Harn und wird zur Farben- 
entwicklung gebraucht. Die Standardlésung wird andererseits 
mit gleichem Volumen Trichloressigsiure verdiinnt und bromiert 

“und 1 cem davon zur Farbenentwicklung verwandt. Dies enthilt, 
falls die Konzentration der Standardlésung 200 mg/dl bzw. M/80 
ist, 1.0mg bzw. 0.97 mg Histidin. Mann kann daher aus der 
Kolorimeterablesung sofort den Histidingehalt in 4cem Harn, 
dann seinen prozentualen Gehalt ausrechnen. 

Mit vorliegender Methodik der Histidinbestimmung habe ich 
zuerst die Histidinspaltung durch tierische Organe untersucht. 
Edlbacher (1926) hat das histindinabbauende Ferment His- 
tidase genannt und schon viele eingehende Studién berichtet. 

Seine Angabe konnte bestiitigt werden: die Histidase ist niimlich 
nur in der Leber vorhanden, sie wirkt optimal bei Pu 9. 


1. Histidinspaltung durch Glycerinextrakt 
der Kaninchenleber. 


1 Teil frischen Kaninchenleberbreis wurde mit 4 Teilen 50 % 
Glycerin im LEHisschrank 40 Stunden extrahiert. Die zentrifu- 
gierte tberstehende Lésung diente als Fermentlosung. Versuchs- 
dauer 22 Stunden bei 37°. 

M/10 Histidin 
(gegen Phenolphthalein neutralisiert) 2.0 ccm 


Wasser LD 
Puffer (17/10 Glykokoll-Natron) 3.053 
Fermentlosung OU 
Toluol Orage 


Die Endkonzentration des Histidins ist 7/80. In dem ohne 
Histidinzusatz angestellten Kontrollversuch konnte sofort sowie 
nach 22 Stunden kein messbares Histidin gefunden werden. 


| 


PAE 7.0 8.0 | 9.0 | 9.4 | 9.6 


Spaltung % | 24.2 42.1 | W504 568 | 50.0 
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2. Histidinspaltung durch verschieden verdiinnten 
wasserigen Eatrakt der Rattenleber. 


Frische Leber wurde im Morser zermahlen, mit 2 fachem 
Volumen Wasser versetzt und nach 10 Minuten zentrifugiert. 
Die iiberstehende Losung wurde unverdtinnte Fermentlosung 
benannt. Zusammensetzung der Versuchslosung war wie oben, 
aber mit 2cem M/10 K2.HPO, statt Glykokollpuffer. Pu betrug 
8.4, Versuchsdauer 24 Stunden bei 37°. 


Verdiinnung d. 


Fermentlésung | unverd. | 2 fach 4 fach 8 fach 16 fach 


Spaltung % | 100 | 60 39.5 26 20 


Niere, Milz, Magen- und Darmschleimhaut und Muskel der 
Ratte wurden in gleicher Weise mit 4 fachem Volumen Wasser 
extrahiert und die frischen Ausziige als Fermentlosungen 
gebraucht. Das Histidin konnte bei jedem Ansatz nach 24Stunden 
wieder 100% nachgewiesen werden. 

Uber den Histidinnachweis im Harn zur Schwangerschaft- 
diagnose wurde seit der Mitteilung von Kapvller-Adler (1934) 
von vielen Seiten geforscht. Uber die Spezifitit dieser Brom- 
wasserreaktion ftir die Schwangerschaft sind die Meinungen der 
Autoren aber noch geteilt. Neuerdings haben Tschopp, W. und 
Tschopp, H. (1938) diese Frage aufgenommen und bei 300 
Patienten Harnuntersuchungen ausgefiihrt. Die bisherige Lite- 
ratur uber die Histidinurie wurde von ihnen zusammengestellt. 
Bei den Schwangeren kommt danach Histidinurie sehr hiufig vor, 
jedoch scheiden auch die Nichtschwangeren und die Manner His- 
tidin aus. 

Ich habe nach der oben erwihnten Methode bei meinen Kolle- 
gen (Arzten) das Harnhistidin gemessen. Histidinnurie verschie- 
denen Grades wurde dabei beobachtet, bei einem Individuum 
konnte an einem Tage keine Histidinurie, am nachsten Tage aber 
7.8 mg/dl Histidin nachgewiesen werden. Ich michte daher 
darauf verzichten, einzelne Zahlen zusammenzustellen und bloss 
einige Beispiele der Versuche angeben, wie das dem Harn zu- 
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gesetzte Histidin wiedergefunden wurde. Die Histidinbestim- 
mung wurde A. an 20cem Harn und B. an 20 cem Harn+1 cem 
M/80 Histidin (= 9.7 mg Histidin fiir 100 cem Harn) ausgefiihrt. 


fiir 100 cem Harn umgerechnet 
Person es a = = 
= ca A B C 
KeOF 42.0 mg 51.5 mg 9.5 mg 
IKesAS 19.5 » 29.4 » 9.9 » 
8.0. Spur -9.5 » 9.5 » 
M.S. 0 9.5 » 9.5 » 
S.E. 15.1mg 24.9 » 9.8 » 
T.S. 6.4» 16.4 » | 10.0 »» 


Histidin gehort zu den lebenswichtigen Aminosiuren. Falls 
das Histidin bei Menschen unter Umstiinden unverindert im Harn 
ausgeschieden wird, muss der Umsatz dieser Aminosiure einge- 
hend biochemisch untersucht werden. Dabei ist der einfache 
qualitative Nachweis nicht hinreichend. Aus diesem Grund 
glaube ich, dass die oben erwihnte Methodik der Histidinbestim- 
mung im Harn, obwohl sie wegen der quautitativen Massnahme 
weit komplizierter als die Kapeller-Adler’sche Reaktion oder 
ihre Modifikationen ist, doch die Untersuchungen bez. der His- 


tidinurie fordern wird. 
ZUSAMMENFASSUNG. 


Es wird eine Mikrobestimmungsmethode des Histidins be- 
schrieben. Sie beruht auf der Knoopschen Bromwasserreaktion 
und besteht aus 1) volistindigem Bromieren des Histidins, 2) Ent- 
fernung des iiberschiissigen Broms durch Chloroformextraktion, 
3) Farbenentwickelung bei PH 4.6 unter Pufferzusatz und 4) 
Kolorimetrie der schénen blauen stabilisierten Farbe in alkali- 
scher Reaktion. Bei der Histidaseuntersuchung mit Organsus- 
pension oder Extrakt kann man den Versuchsansatz durch Tri- 
chloressigsdure enteiweissen und das Filtrat direkt zum Bromieren 
gebrauchen. Der Histidinbestimmung im Harn muss Entfernung 
der Harnfarbstoffe sowie der Erdalkalien und Anreichern der 
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Diaminoséure vorangehen. Gesunde erwachsene Manner scheiden 
eine ziemlich schwankende Menge Histidin aus. Das dem Harn 
zugesetzte Histidin kann quantitativ wieder nachgewicsen werden. 
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While glycogen is disintegrated into lactic acid by muscle 
tissues, the decomposition of glucose is accomplished only on the 
addition of Meyerhof’s hexokinase to the glycolytic enzyme 
system of the tissues. As to the mechanism of the action of 
hexokinase, Meyerhof (1927) offered the hypothesis that reducing 
sugars might be converted into “reactive forms” by this enzyme. 
Later (1935) he stated that glucose was directly phosphorylated 
by hexokinase in the presence of adenosine-triphosphorie acid. On 
the basis of this statement, Oppenheimer (1938) assumed that 
hexokinase should be identical, at least in part, with Euler’s phos- 
phorylase. Holmes (1937) expressed the view that glucose might 
be converted into hexosediphosphate by muscle extracts in the 
presence of hexokinase and then broken down to lactic acid. How- 
ever, the allocation of the exact part attributable to hexokinase in 
the glycolytic process is a problem which has yet found no con- 
clusive solution. 

Recently Willstatter and Rohdewald (19371) introduced 
a new link into the chain of glycolysis. They pointed out that 
at the initial stage of the production of lactic acid from glucose 
by leucocytes, the sugar was first synthesized to glycogen and the 
latter substance suffered subsequent changes into lactic acid. <A 
similar phenomenon was also observed by them (193711) in the 
case of the fermentation of glucose by yeast. If this reaction be 
conceived of as involving actually the initial stage of the break- 
down of glucose, the hypothesis that in the presence of hexokinase 
muscle tissues might acquire the ability to utilize glucose by synthe- 
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sizing glycogen from, it, appears attractive. The experiments, the 
results of which will be reported in this paper, were devised with 
the object of verifying the correctness of this hypothesis. 


EXPERIMENTAL. 


Hexokinase was prepared from autolyzed baker’s yeast by the 
method of Meyerhof (Le.). The glycolytic enzyme system used 
was the Meyerhof extract of rabbit muscle. Glucose was deter- 
mined by the Hanes method (1929), glycogen by the Pfluger 
method, and free phosphate by the Teorell method (1931). All 
the determinations were carried out with the trichloroacetic acid 
filtrates of the solutions to be tested. 

The results of two experiments out of nine, in all of which 
the synthesis of glycogen from glucose was achieved, are listed in 
Table I.’ A rapid production of glycogen was noticed within a 
minute or two after the start of the reaction.. Then it rose slowly 
to a maximum and receded after several minutes. The increase 
of glycogen was not quantitatively accounted for by the con- 
comitant decrease of glucose. These facts can be interpreted as 
indicative of the immediate attack of the glycolytic enzyme on the 
glycogen as soon as it is synthesized. 

In one case (Experiment I) where the formation of glycogen 
had already reached the maximum after one and half minutes, 
about 80% of the glucose which had disappeared was found as 
glycogen, the formation of lactic acid and intermediary products 
being disregarded. The synthesis of glycogen was accomplished only 
in the simultaneous presence of muscle extracts and hexokinase, the 
latter alone being incapable of the: synthesis. 

Meyerhof’s statement that hexokinase alone was able to 
phosphorylate glucose in the presence of adenosine-triphosphoric 
acid, was not substantiated in the present experiments. The pro- 
duction of hexosephosphates was never noticed so far as the addi- 
tion of muscle extracts to hexokinase was omitted. The ‘phos- 
phorylation was judged from the changes in the quantities of 
inorganic and acid-hydrolysable phosphates, and also from the 
changes in reducing power and optical rotation. The previous 
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TABLE I. 
The Production of Glycogen from Glucose. 

Main experiment: 00 cc. of muscle extract+25 ec. of hexokinase solution. 
+200mg. of glucose+10 ce. of 2.6% NaHCO; solution, 
diluted to 100 ce. 20°C. 

Control experiment: A) The glucose was omitted. 

B) The hexokinase was omitted. 
At intervals 20 cc. of the solution to be tested were pipetted into 10 ce. of 
10% trichloroacetic acid solution and filtered. The determinations of 
reducing power and of glycogen were made with the filtrates. The determi- 
nations at 0 time were carried out with special filtrates which were prepared 
in small scales by adding each component one after another to trichloro- 
acetic acid. 


NO: OAU4,| esetoni | Gueupaien'|) Gatternie oe piacose | (GUOORDN 
experiment ean Gage) (mg. %) 

; 0 , 293.9 264.5 

: 15 230.6 311.5 

Main exper. 3 

3 178.7 309.5 

5 145.0 305.0 

0 96.8 264.0 

ils) 90.0 265.0 

T Control] A 3 84.6 262.5 

5 77.6 261.5 

0 Aap 5) OTD 

alg3) 249.2 195.0 

uae! 3 247.5 194.0 

5 245.0 192.5 

0 340.3 378.5 

‘ 1.5 274.0 412.5 

Main exper. 194.0. 417.5 

5 198-5 421.5 

0 142.5 388.5 

1.5 126.5 386.5 

it pono 3 116.0 384.0 

5 115.0 377.9 

<a 0 272.5 177.0 

1.5 265.5 173.5 

pes 3 265.0 170.0 

5 261.5 166.5 
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incubation of glucose with hexokinase and adenosine-triphosphoric 
acid for 30 minutes did not produce any intermediary substance 
which formed lactic acid on the subsequent addition of muscle 
extracts. This indicated that there was introduced no preparatory 
change for glycolysis into the molecule of glucose when the sugar 
was brought into contact with hexokinase. 

The synthesis of glycogen from glucose was always accom- 
panied by the disappearance of inorganic phosphate. The phos- 
phorylation was noticed the moment the synthesis began. In order 
to show the hourly relation between the phosphorylation and the 
change of glucose, a case where these reactions took place quite 
slowly is given in Table II. It is shown in Table III that the 
phosphate which disappeared was found, for the most part, in the 
fractions which corresponded to hexose-diphosphate and the diffi- 
culty hydrolysable esters. Though Willstatter and Rohdewald 
did not perform any experiment of phosphorylation of glucose in 
their study of glycolysis of leucocytes, they expressed a view that 
phosphorylation-products might be formed as the intermediates 


TABLE IT. 


The Production of Glycogen, and Phosphorylation. 

Main experiment: 30 ce. of muscle extract+10 ce. of hexokinase solution 
+200mg. of glucose+10 ce. of 2.6% NaHCOs solution, 
diluted to 100 ce. 20°C. 

Contrel experiment: The glucose was omitted. 


Time of : Total reducing power 

Experiment incubation nae ) in terms of glucose Ee 
(min. ) By (mg. %) (mg. 7%) 

28.9 232.0 122.3 

Mae cenar: 2 28.0 228.5 125.0 

5 27.3 225.0 27.3 

10 25.0 221.0 123.0 

Oe ikl 280 32.6 121.0 

Control exper. 2 28.9 32.2 120.5 

5 28.9 32.0 119.0 

10 | 28.9 31.0 118.6 
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of lactic acid production. This was proved to be the case in the 
present experiments. 

Table IV shows that the synthesis of glycogen from glucose 
by the action of hexokinase was greatly inhibited by monoiodoacetic 
acid. The inhibition was almost complete by the addition of 
0.005 M monoiodoacetic acid, but incomplete when the concentra- 
tion was as low as 0.002 M. Fluoride (0.01 M) exerted no notice- 
able influence on the reaction. 


TABLE IV. 
The Effect of Iodoacetate on the Synthesis of Glycogen. 
Experiment: 
A) 50ce. of muscle extract +25 cc. of hexokinase solution+200mg. of 
glucose+10 ce. of 2.6% NaHCOs solution, diluted to 100 ce. 20°C. 
B) (A)+10 ce. of 0.05 M monoiodoacetic acid solution (neutralized). 


Time of Total reducing power 
Experiment incubation in terms of glucose Eo 
(min. ) (mg. %) Rave 
0 339.5 337.5 
rs 1.5 267.5 361.5 
3 229.5 367.0 
5 204.0 363.5 
0 339.5 341.5 
B 1.5 324.5 340.0 
3 321.0 336.5 
5 319.0 335.0 
DISCUSSION. 


Considering the evidence cited above, it is probable that, in 
the presence. of hexokinase, the production of lactic acid from 
glucose by the muscle extract might, at least in part, be made up 
of a series of changes which begin with the synthesis of glycogen 
from glucose. This initial change might be construed as prepara- 
tory to the ordinary process of forming lactic acid from glycogen 
by the glycolytic enzyme system of muscle tissues, 

In view of the decrease of inorganie phosphate in the very early 
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Stages of the reaction, the possibility is not excluded of a part of 
the glucose being directly esterified to hexosephosphate by the co- 
operative action of hexokinase and the enzyme system of muscle 
extracts. According to Schaffner and Specht (1938), the 
phosphorylation of glucose by yeast takes place in the following 
two ways: 1) in living yeast hexosemonophosphorie acid is produced 
from glucose through the intermediary stage of glycogen, 2) in 
cell-free extracts the direct phosphorylation of glucose is induced 
by the oxidation of triose ester. 

Another point needing consideration is the possibility that 
glycogen might be formed indirectly from hexosephosphate which 
has been initially produced from glueose. 

The inhibitory action of monoiodoacetic acid on the formation 
of glycogen from glucose suggests the possible participation of 
oxidoreductive reaction in the synthesis. 

Whatever the mechanism of the production of glycogen, it is 
evident that, so far as glycogen is actually formed, the usual 
elycolytie enzyme system of muscle tissues is concerned in the 
disintegration of glucose into lactic acid by muscle extracts in the 


presence of hexokinase. 


SUMMARY. 


1. Glycogen is synthesized from glucose in the presence of 
hexokinase and the glycolytic enzyme system of muscle tissues. 
Hexokinase alone cannot react with glucose. The synthesis of 
elycogen from glucose is inhibited by monoiodoacetie acid. 

2. The mechanism of the production of lactic acid from 
elucose by the system, muscle extract + hexokinase, has been 
discussed. 

The present writer acknowledges his appreciation of the 
technical assistance of Dr. K. Iwakawa. 
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THE RELATIONSHIP BETWEEN OXIDOREDUCTION 
AND TRYPTIC AND EREPTIC ACTIVITIES." 


By 


JUNJI NAGAT. 


(From the Institute of Biochemistry, Kyusywu Imperial University, Hukuoka. 
Director: Prof. K. Kodama.) 


(Received for publication, April 1, 1939) 


As reported last year in this journal, Itoh and his coworkers 
(1937) made the observation on lipase that oxidation augments 
fat synthesis and retards the splitting, while reduction does the 
opposite. This finding seems to be especially interesting and im- 
portant, because we can reduce the bewildering manifestations of 
living cells in their anabolic and catabolic processes to the simple 
condition of oxidoreduction. It is a question, however, whether 
various other enzymes can be brought into this category or not. 
According to Voegtlin (1933) cathepsin seems to be promising, 
since the proteolytic and proteosynthetic actions are controlled to 
some extent by oxidoreduction. 

In this study the author tested out how this relation holds in 
the case of extracellular proteolytic enzymes such as trypsin-kinase 
and erepsin. . The synthetic action of these enzymes, however, has 
not been realized under any conditions laid down by the author. It 
seems rational that nature gives the one-sided activity to such ex- 
tracellular enzymes. But the author found that the proteolytic 
activity was concerned, though to lesser extent, with the oxidoreduc- 
tive behavior of the protein molecule. The mild oxidation of casein 
or lens protein by hydrogen peroxide increased the resistance for 
trypsin-kinase, while the reduction by means of hydrosulfite or by 
a biological reducing system such as succinodehydrogenase and 
succinic acid accelerated the digestion by the enzyme. It seems 


This report was presented in part at the 13th annual meeting of 
Japanese Biochemical Society at Nagasaki, Oct. 1937. 
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probable that the most sensitive radical in the protein molecule 
for such treatments is the sulfhydryl group, as betrayed by the 
nitroprussid reaction. The fact that the heat-denatured protein 
shows a stronger sulfhydryl group reaction and, therefore, is much 
easier digested than the native, agrees with the above result. 

Moreover, that some profound change in the protein molecule 
has occured, can be assumed from the study of its rotatory power. 
By oxidation it is usually decreased and by reduction, mcreased. 
Whether this effect is related to enolification within the protein 
molecule is not clear. But it seems interesting to compare the 
result with Dakin’s (1912) observation on the alkali treatment of 
protein. 

The effect of oxidoreduction is of course not only lmited to 
the protein molecule but also to the enzyme. Apart from the 
problem of coenzyme, the direct oxidoreduction of the enzyme itself 
should be taken into consideration, because the enzyme is of a 
protein nature. In this regard, the author tested the activity of 
erepsin against dipeptide under various redox conditions, and 
found that also in this case reduction accelerates and oxidation 
retards the enzyme action. 

This finding stands quite in agreement with the fact that in 
a healthy intestinal tract the reduction prevails owing to micro- 
organisms. The physiological significance of intestinal flora, there- 
fore, is not only sought in the destruction of undigested food 
material, but also in keeping the proteolytic enzymes in a reduced 
condition. 


EXPERIMENTAL. 
I. The Digestibility of Casein in the Presence of H20o. 


1% casein solution served as the substrate. Trypsin was 
prepared from hog pancreas by the method of Willstatter and 
Waldschmidt-Leitz(1923) and enterokinase from hog intestinal 
mucosa according to Waldschmidt-Leitz (1923). Both were 
used as glycerol extract. After the reaction mixtures, as shown 
in Table I, were kept at 37°C for six hours, the determination of 
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the digestion was carried out by the alkaline titration method of 
Willstatter in a 90% alcoholic solution and the digestion degree 
was indicated with the numbers of increased cubie centimeters of 
N/10 KOH. The redox potential of each reaction mixture, which 
was placed in the water thermostat kept at 37°C, was measured 
at the beginning of the reaction with a platinum plate electrode. 
TABLE I. 
The digestibility of casein in the presence of HsOs. 


Reaction mixture: 1% casein 3 cc., trypsin 1 ¢¢., enterokinase 1 ce., borate NaOH 
buffer (pH =8.4) 2 ec., HeOo 1 ce. as in Table 1. 


Concentration Redox potential Digestion 

of H2O2 Eh in mV ec. of N/10 KOH 
1M. + 453.4 5.40 

2M +438.7 5.76 

1/ 4M. + 392.0 6.28 

1/ 8M. + 373.0 6.57 

1/16 M. + 356.8 6.70 
0M. +313.5 7.36 


The result is shown in Table I. The digestion by trypsin- 
kinase falls by the addition of H»Ov, corresponding to the rising 
of the redox potential in the reaction medium. 


II. The Activity of Trypsin-Kinase in the Medium of 
the Succinate-Succinic Dehydrogenase System. 


Succinic dehydrogenase was prepared by the method of 
Thunberg (1933) from the left ventricle muscle of hog heart and 
the last centrifugation in the preparation procedure was carried 
out so slowly that much muscle protein remained in the solution. 
Thus the solution was used as a dehydrogenase as well as a protein 
substrate for trypsin. The activity of dehydrogenase was tested 
as usual. It decolorized methylenblue in 2’15” at 37° in a 
Thunberg tube containing 3cc. of enzyme solution, 1 cc. M/10 
sodium succinate and lec. M/5000 methylenblue. The extent of 
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digestion was determined by a method similar to Exp. 1, after 
keeping the reaction mixtures in vacuum at 37°C for six hours, 
and the redox potential, too, was measured by the same method 
as Exp. I, when the reaction was finished. 


TABLE II. 
The activity of trypsin-kinase in the medium of the succinate-succinie 
dehydrogenase system. 
Reaction mixture: The succinic dehydrogenase solution 5¢ce., trypsin 1 cc., 


enterokinase 1 ec., M/10 Na-suecinate as in the table, with buffer 
(pH =8.4) filled up to 10 ce. 


M/10 Na-succinate Redox potential Digestion 
in ee. EhinmV ec. of N/10 KOH 
0 + 158.0 8.35 
0.2 + 23.2 8.95 
0.5 — 87.7 9.20 
1.0 — 167.4 9.41 
2.0 —209.6 9.53 


The results are indicated in Table II. As one observes in the 
table, the nascent hydrogen from the succinate-suceinie dehydro- 
genase system augments the digestion of muscle protein by trypsin- 
kinase, parallel to the fall of the redox potential in the reaction 
medium. 


Ill. The Digestibity of Casein in the Presence of 
Lens Protein. 


As lens protein has a strong reducing property, its effect was 
tested on the action of trypsin-kinase against casein. Ox eye lens 
was kneaded with ten times the volume of water in a mortar and 
after centrifugation the supernatant fluid was used. The other 
experimental procedures were all similar to Exp. I. 
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TABLE IIT. 
The effect of lens extract upon the digestion of casein by trypsin-kinase. 
The reaction system is as follows: 1 cc. trypsin and 1 ec. enterokinase were 
added to each of them and buffer (pH=8.4) up to 10 ce. 


e 
Digestibility ec. of N/10 KOH 
Baeen ont Lens Redox 
2% casein cae : ; ] 
. Sat ee extract potential | Cacein together with | Casein 
in. ¢G, EhinmV | lens protein (a) and | only 
the latter only (b) | (a—b) 
: ay 2 0 +317.6 6.80 
[ 0 1.60 
b 0 _ 9.20 
oe ee eee pay + 
ele 2 0.1 + 307.4 TELE = 
ye - ESV A 
| b 0 (ml —— 5.60 
a9 -2)|" ae ee es asl 
a 2 0.2 $285.2 | 7.70 . 
3 | 1.84 
b 0 O08 — 5.86 
a 2 a + 267.5 8.90 
4 : 2.38 
b 0 0.5 — 6.52 
a Pe M0) eau 10.56 
5 : | 2.46 
| b 0 1.0 = 8.10 | 


As observed in Table III, by the addition of lens extract the 
redox potential of the reaction medium drops and the action of 
trypsin-kinase is accelerated. | 

IV. The digestibility of Lens Protein, Oxidised to 
Various Degrees by H20>. 


40 em. of ox eye lens was kneaded with a little water and, after 
centrifugation, the supernatant fluid was taken out and diluted 
with water to 850 ce. 50 ce. of this solution was treated with 25 ce. 
of hydrogen peroxide of the concentration given in the table, and 
after the protein was precipitated with alcohol, dried completely 
by means of alcohol and ether. For use, a 1% solution in borate- 
NaOH buffer (pH=8.4) was prepared. Each reaction mixture, 
which consisted of 3 ce. of this protein solution, 1 ce. of trypsin and 
1 ee. of enterokinase, was kept at 37°C for six hours and then the 
inerease of amino-nitrogen of the digestion mixture was deter- 
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mined by the method of Van Slyke. The redox potential of each 
protein solution was measured by the same method as in Exp. I. 


TaBLE LY. 


The digestibility of lens protein, treated with HO». 


Concentration of Redox potential Digestion 

H202 in mol. Eh in mV mg N 

2 +184.8 1.33 

i + 166.6 | 1.46 

1/ 2 +163.1 | 1.58 

1/ 4 + 153.6 1.64 

1/ 8 + 149.2 | 1.67 

1/16 + 143.5 1.72 

0 +126.3 | 1.83 


The result is shown in Table IV. It will be observed that 
oxidized lens protein has a higher redox potential and less digesti- 
bility than the native. 


V. The Digestibility of Casein, once treated wtih H202 
or Na-hydrosulfite, by Trypsin-Kinase. 


Casein was precipitated from skimmed cow’s milk, diluted with 
ten times the volume of water, and acidified with 10% HsSOug. 
This casein was purified by precipitating with 10% acetic acid 
from its alkaline solution and this purification was repeated once 
more. 50 ce. of 2% alkaline solution of the purified casein was 
treated with 20ce. of 2, 1, 1/2, 1/4, and 1/8 mol H2QOs solution 
and, on the other hand, with 20 cc. of 1, 1/2, 1/4, 1/8, and 1/16 
mol Na-hydrosulfite solution. Thus treated, casein was preci- 
pitated with acetic acid and dried by means, of aleohol and ether. 
The determination of the digestibility and the measurement of the 
redox potential were carried out as in Exp. IV. The optical 
rotatory power of a 1% alkaline solution (pH=8.4) of casein was 
measured at 22°C. 
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TABLE Va. 


The digestibility of casein, treated with HO. by trypsin-kinase. 
Reaction mixture: 1% casein 3 cc., trypsin 1 ee., enterokinase 1 Cle 
buffer (pH=8.4) 1 ce. 


Concentration of Redox potential Optical rotatory Digestion 

HeOsz in mol. Eh in mV power mg N 

2 + 344.8 —0.41° 0.78 

if + 326.6 —0.76° 0.83 

1/2 + 323.1 —0:935 0.85 

1/4 + 313.6 Sa illalivan 0.94 

1/8 +303.5 Saco 1.16 

0 + 288.3 — 1.42° 1.21 


The digestibility of casein, treated with Na-hydrosulfite, by trypsin-kinase. 


TABLE V b. 


Reaction mixture: 1% casein 3 ¢¢., trypsin 1 c¢., enterokinase 1 ce., 
buffer (pH =8.4) 1 ee. 


Concentration of Redox potential Optical rotatory Digestion 
HaeS2O, in mol. Eh inmV power mg N 
+ 243.0 —1.88° 1.93 
1/ 2 + 252.0 —1.81° 1.81 
1/ 4 + 267.5 aalGis 1.76 
1/ 8 + 270.2 —a60" 1.64 
1/16 + 283.6 lene 1.48 
0 + 296.3 S38 1.35 


As shown in Table V, the redox potential of casein, once 
treated with H2Ozs, is higher than the native, while its digestibility 
by trypsin-kinase and optical rotatory power is lower; and on 
casein, reduced with Na-hydrosulfite, this relationship is reversed. 


VI. The Effect of Hydrogen Peroxide on Erepsin. 
Erepsin was prepared from hog’s intestinal mucous mem- 
brane by the method of Waldschmidt-Leitz and Schaffner 
(1925) and its glycerol extract was used. As the substrate, such 
dipetides were used, as leucylglycine (L-G), glycyl-leucine (G-L), 
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alanyl-glycine (A-G) and glyeyl-glycine (G-G). The reaction mix- 
ture consisted of 2.cc. of M/10 dipeptide solution, 1 ce. of erepsin, 
2ec. of buffer (pH=7.8) aud lec. of HeOe solution of such con- 
centration as given in Table VI. The redox potential of each 
reaction mixture was measured at the beginning of the reactien at 
37°C by a method similar to the previous experiments, and after 
keeping the reaction mixture in an incubator at 37°C for six hours, 
the digestion was titrated with N/40 KOH by the method of 
Willstatter as in Exp. I. The digestion degree was indicated 
with the increased cubic centimeters of N/40 KOH. 

As observed in Table VI, by addition of H2O. the ereptic 
activity is retarded, parallel to the rise of the redox potential of 
the reaction medium. , 


TABLE VI. 
The effect of HsO2 on erepsin. 


Digestion 
Concentration Redox potential* cc. of N/40 KOH 
of H2O2 Eh in mV 
L-G G-L A-L G-G 

0 + 308.5 Us 4.6 4.5 3.6 
0.1M. + 3867.8 6.3 Balt 3.8 3.0 
0.2 » + 392.0 Sud 3.3 Sal 2.7 
0.5 » + 435.7 5.0 3 3.0 2.4 
1.0 » + 450.5 4.9 > Bk) 207, 2.2 
2.0 » + 461.4 4.6 28 Pa at wage 


The redox potential was measured only in the case of L-G. 


VII. The Effect of the Succinate-Succinic Dehydrogenase 
System on Erepsin. 


Succinie dehydrogenase was prepared as in Exp. Il. This 
dehydrogenase decolorized methylenblue in 1/50” at 37°C in a 
Thunberg tube, which contained 3 ee. dehydrogenase solution, 
lee. of M/10 sodium succinate and 1ce. of M/5000 methylenblue. 
The reaction mixture consisted of 2 ce: of M/10 dipeptide solution, 
lec. of erepsin, 2:cc. of buffer (pH=7.8), 3 ce. of dehydrogenase 
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and M/10 sodium succinate solution of volume as described in Table 
VII. These were introduced into a Thunberg tube with a wide 
bottom and a capacity of about 30 ce., and water was added up to 
12 ce. The measurement of the redox potential and the determina- 
tion of the digestion were carried out as in Exp. VI, after keeping 
each reaction mixture in vacuum at 37°C for six hours. It was 
preliminarily ascertained that erepsin did not digest the dehydro- 
genase protein. 

The result is shown in Table VII. The active hydrogen from 
the succinate-succinic dehydrogenase system depresses the redox 
potential of the reaction medium and accelerates the ereptic 
activity. 

TABLE VII. 


The effect of the succinate-succinie dehydrogenase system on erepsin. 


M/10 Na-succinate| Redox potential* ae Digestion we of W/40 KOH 
in ¢¢ Eh in mV pee! G-L A-G G-G 
0 OO ieds (fou! 4.3 4.0 3.4 
0.1 So ceO) 8.5 5.6 5.3 4,3 
0.2 ——a Ore 9.3 6.1 6.4 5.2 
0.5 — 98.1 10.2 6.7 6.9 5.7 
10. “180.5 10.3 7.0 el 5.7 


The redox potential was measured only in the case of L-G, 


VIII. The Effect of the Lens Extract on Erepsin. 


The ox’s eye lens extract was prepared as in Exp.) III. 2 ce. 
M/10 dipeptide solution, 1 ec. of erepsin, 2 ec. of buffer (pH=7.8) 
and a lens extract of the volume described in Table VIII, were in- 
troduced into a conic flask of about 30 ee. capacity and water was 
added up to 7ce. After each reaction mixture was kept in an 
incubator at 87°C for six hours, the determination of the digestion 
was carried out. In the preliminary experiment there was no 
increase of titrating alkali, when the lens extract alone was attacked 
by erepsin. The redox potential was measured at the beginning 
of the reaction. 
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As shown in Table VIII, by the addition of lens extract, the 
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redox potential is depressed and the ereptic activity accelerated. 


TABLE VIII. 


The effect of the lens extract on erepsin. 


Lens extract 


Redex potential* 
Eh in mV 


Digestion ec. of N/40 KOH 


in Ce. ee Gi A-G G-G 
294.7 7.3 4.4 41 2.9 

1 $277.4 7.3 Aq 4.5 3.0 

2 + 265.2 8.0 5.8 4.9 3.5 

5 4241.7 8.6 5.6 5.1 3.8 
1.0 +213.5 8.8 5.7 5.4 43 


The redox potential was measured only in the case of L-G. 


Many thanks are due to Prof. K. Kodama for his kind 


criticisms and suggestions throughout this research. 
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ON THE CHEMICAL STUDY OF FUGU 
(SPHEROIDES) POISON. 


I. Nitrogen distribution in the purified poison. 


By 


JUNJI NAGAI anp TAKAAKI ITO. 


(From the Institute of Biochemistry, Kyusyu Imperial University, 
Hukuoka, Director: Prof. K. Kodama.) 


(Received for publication, May 15, 1939) 


The ovary of the Fugu fish (Spheroides) contains a strong 
poison, about 20 people a year becoming its victims. Although 
the pharmacological action of this poison has recently been made 
clear by Fukuda and his coworker (1937), its chemical nature is 
still obscure. The first investigation of its chemistry was carried 
out by Tahara (1911). He isolated the poison in a nearly pure 
state and empirically suggested its formula as Cy¢H3;O0i1gN. But 
nothing was mentioned of the chemical nature of this compound. 
Next, Ishihara (1924), working with material obtained according 
to the purification method of Tahara, stated that the poison is 
chemically: an ester of glucose. 

The authors also intended to isolate the poison in crystalline 
form, but have not yet been successful. In the course of this study, 
however, it was noticed that a reducing carbohydrate, which might 
have been considered the poisonous substance by Ishihara, is 
removed by means of AgNO; and seems to have no toxic value, 
and that the nitrogen content in the purified poison is considerably 
higher than Tahara’s. . 

Further, the authors noticed that nitrogen performs an im- 
portant rdle in the molecule of the poison and found that all of 
the nitrogen may exist as amine, being attacked by HNO». By 
treatment with alkali, the poison is readily destroyed, evolving 
ammonia corresponding to 30% of the total nitrogen. This fact 
seems to indicate that 30% of the total amines are combined in 


amide form. 
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The watery solution of the purified poison turns the polarisa- 
tion plane to the left; its [a] is —22.85. Since Lauth’s reaction 
for aromatic amine and the diazo test are negative, it seems prob- 
able that the poison is an acyclic compound. 


EXPERIMENTAL. 


I. Purification method. 


Fresh ovaries of the Fugu fish (Spheroides rubripes) were 
pulped in a mortar after the removal of the capsule and extracted 
for two hours with ten times their volume of water in a boiling 
water bath. This extract was dialyzed through the bladder 
membrane of swine and condensed to one-fifth of its former volume 
under reduced pressure. 

The impurities in the condensate were successively precipitated 
off with HgSO,, phosphotungstie acid and AgNOs, and the excesses 
of heavy metals, sulphate and phosphotungstie acid were each time 
removed with H2S and hot saturated baryte. The fluid thus ob- 
tained was shghtly yellow green and had a faint odor, and after 
the evaporation under diminished pressure a hygroscopic, slightly 
brown mass, which was very active, remained, with anorganiec salts. 


II. The relationship between total and amino-nitrogen, 
dry residue and dosis minima letalis. 


At each stage of the purification, the total N. by micro- 
Kjeldahl, the amino-N. by micro-van Slyke, the dry residue, 
and the dosis minima letalis using mice of 12-15 grams body weight 
were determined. 

As seen in Table I, the amount of total N. coincided with 
that of amino-N. at the final step of purification. 


ITT) DBhe effect of alkali upon the purified poison. 


Into the mixture of the purified poison an equal volume of 
oN NaOH steam was passed, and the generated volatile base was 
led through a water condenser into a receiver containing a normal 
solution of HCl, and determined by titration as usual. In this 
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’ 
TABLE I, 


The relationship between the dry residue, total N., amino-N. and 
dosis minima letalis. 


é | Dosis minima 
Practions Dry residue Total N Amino-N letalis pro 
in mg in mg in mg | gram of mouse 

\ in ¥ 
Dialysate 21.40 2.76 1.46 86.7 
HeSoO, 11.49 1.93 1.01 60.2 
need s 
Phosphotungstic 6.04 1.10 0.78 23.5 

acid 
AgNO, 4.13* » 0.68 0.66 | 14.3" 
| 


A considerable amount of nitrate is contained in this sample, so that 
the actual weight of poison is much less than this figure. 


HCl-solution the authors detected NH,Cl with Nessler’s reagent, 
but not trimethylamine hydrochloride. 

The nitrogen amount of NHs, generated by treatment with 
alkali, is shown in Table II. As observed in the table, ammonia 
nitrogen corresponds to 30% of the initial amount of total N. 


MABE lies 


Ammonia nitrogen, generated by NaOH. 


i 


Total N NH;-N | he 

No. in mg in mg ae 
0.706 | 0.222 31.4 
2 0.824 0.253 | 30.6 
3 0.633 0.188 29.7 
Average —_— — 30.5 


IV. Some tests on the purified poison. 

Ninhydrine and Limini’s reactions were positive, but biuret, 
Millon, murexide and Sakaguchi’s reactions, negative. With 
hypobromite no nitrogen evolves. No coloration was observed with 
FeCl, concentrated H,SO, or HNO3. Permanganate solution was 
decolorized by warming, but bromine water was not. The known 
precipitants and adsorbents for organic bases—such as heavy 


238 Nagai and Ito. 


metal salts, nitrophenol derivatives, flavianic and picrolonic acid, 
Rheinecke’s salts, rhodanilic and rufianie acid, permutit, 
aluminas, kaolin, fuller’s earth ete.—had no effect. The acylated 
derivatives were obtained by means of neither acetic acid anhydride 


nor benzoyl chloride. 


SUMMARY. 


The authors purified the Fugu poison and the following results 
were obtained: 

1. In the purified poison the amount of total nitrogen agrees 
with that of amino-nitrogen. 

2. When the poison is heated at the alkaline reaction, 
ammonia is generated, and its nitrogen corresponds to 30% of 
the total nitrogen. 

3. Some tests on the poison were described. 

In conclusion, the authors are greatly indebted to Prof. K. 
Kodama for his kind eriticisms and suggestions throughout this 


research. 
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UBER DIE ISODIOXYCHOLENSAURE. 


Notiz tiber die Spezifitat der Hammarstenschen 
Reaktion der Cholsdure. 


VON 


KAZUMI YAMASAKT, KUMAO TAKAHASHI v. 
CHAI HEUNG KIM. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 22. Mai 1939) 


In den vorausgegangenen Mitteilungen (Yamasaki 1933/35) 
wurde berichtet, dass sich unter der Wirkung konzentrierter Salz- 
sdure drei miteinander isomere Dioxycholensdiuren CoyH304, 3.12- 
Dioxy-A**-cholensdéure (Dioxycholensaure), 3.12-Dioxy-A*!4-cholen- 
saure (Apocholsaure) und 3.12-Dioxy-A**-cholensiure (Isodioxy- 
cholenséure) aus Cholsiure bilden, von denen die letztere mit der 
Entstehung der violetten Halochromie bei der Hammarstenschen 
Reaktion in innigem Zusammenhang steht. Spater haben 
Wieland, Dietz u. Ottawa (1936) unter Brom-Einwirkung aus 
der Isodioxycholenséiure eine neue Dioxycholadiensaure hergestellt, 
die schon durch Einwirkung 30% iger Salzsdure eine intensive 
violette Halochromie ergeben konnte. 

Wenn man die Cholsiure mit Zinkchlorid oder Antimontri- 
chlorid in Hisessig kocht, so entwickelt sich ein gleicher Farben- 
umsehlag (Yamasaki 1933) wie bei der sog. Hammarstenschen 
Reaktion, was zeigt, dass auch durch Einwirkung dieser Chloride 
die Isodioxycholensaure aus Cholsiure gebildet werden kann Hin- 
erseits um diese Moglichkeit zu bestatigen und andrerseits um die 
Darstellungsmethode der Isodioxycholsiiure verbessern zu konnen, 
liess man hier verschiedene Metallehloride, wie Zink-, Antimon- und 
Hisenchlorid auf die Cholsiure unter fast den gleichen Bedingun- 
gen, wie bereits Bodecker (1920) gezeigt hat, einwirken. Er- 
wartungsgemiss wurde die Isodioxycholensiure durch die Ein- 
wirkung der drei genannten Chloride aus der Cholsaure als ather- 
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losliche Fraktion erhalten und zwar bei Hisenchlorideinwirkung 
in ziemlich guter Ausbeute. 

Gemiss den Wielandschen Formelbildern der drei Dioxy- 
cholensiuren (Wieland u. Dane 1932) wird die 3.12-Dioxy-A‘™*- 
cholensiiure bei den genannten Reaktionen zwanglos zunachst aus 
Cholsdure gebildet und dann in die anderen neben- oder 
hintereinander umgelagert, wie bereits von Yamasaki (1933/35) 
vermutet wurde, was aber bisher’ experimentell nicht bestatigt 
werden konnte. Bei der Hinwirkung von Zinkchlorid wurden die 
Apocholsiiture und 3.12-Dioxycholensiure ineinander umgelagert, 
wie es bei der Einwirkung der Salzsiure der Fall war. Dabei 
wurde die Isodioxycholenséure als ein Nebenprodukt gebildet. 

Bei der von Yamasaki (1933) modifizierten Hammarsten- 
schen Reaktion der Cholsaéure mittelst konzentrierter Salzsdéure 
ergeben sich beim Versuch auch einige Nachteile: erstens sind 
einige Versuchsmaterialen in konzentrierter Salzséure nicht leicht 
losheh, wodurch der Farbenumschlag manchmal entweder erschwert 
oder sogar unmodglich gemacht wird; zweitens ist die gebildete 
Farbenlosung meist getriibt und manchmal ein harziges Reaktions- 
produkt abgeschieden. 

Dureh eine kleine Massnahme koénnte man jedentfalls die 
Reaktion leichter und sicherer durchfiihren: eine Messerspitze 
Cholsaure bzw. Probematerie wird unter Erwarmen in einem 
Tropfen Hisessig gelést, 3-4 Tropfen einer 30-387%igen kon- 
zentrierten Salzsiure zugesetzt und dann die Lésung bis zu einer 
gelben, schwach getriibten Losung auf dem Wasserbad vorsichtig 
gekocht. Darauf wird die Reaktionslésung bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen. Es entwickelt sich bald ein schoner Farbenum- 
schlag: gelb-violettblau-violett. 

Es wurde bereits von Yamasaki (1933) behauptet, dass fiir 
den Farbenumschlag der Hammarstenschen Reaktion die An- 
wesenheit entweder von drei sekundaren Alkoholgruppen in der 
Stellung Cs, Cz u. Cio des Gallensduremolekiils oder zwei von ihnen 
in der Stellung C3 u. Cy, mit einer Doppelbindung im Ring B 
anstatt einer sekundaren Alkoholgruppe in der Stellung C7 not- 
wendig ist. Die erst negativ erwiesene Hammarstensche Reak- 
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tion der 3.7.12-Trioxyisosterocholensiiure (Shimizu u. Kazuno 
1936/37) ist durch die verbesserte Methode wieder positiv aus- 
gefallen, was zeigt, dass die Spezifitit der genannten Reaktion um 


so starker bestatigt wurde. 


Durch die Linge der Seitenkette des Gallensiuremolekiils wird 


die Farbennuance dieser Reaktion, wie aus Tabelle I ersichtlich ist, 


-ziemlich stark beeinflusst, wobei das Absorptionsband um die 
D-Linie aber stets so deutlich auftritt, dass bei dieser Reaktion, 
insbesondere bei einer unbestimmten Reaktion, eine spektroskopi- 


sche Untersuchung unentbehrlich ist. 


TABELLE I. 


Absorptionsband 


Gallensauren Farbennuance noes 
um D-Linie 
Norcholsaure” a + 
Bisnorcholsiure) blau + 
‘a-Seymnol” blau-violett + 
7.12-Dioxycholansaure gelb = 
8-Keto-7.12-dioxycholanséure®) *) violett te 
3-Keto-7.12-diacetoxycholansdure?)*? grtnlich blau + 
Triacetylcholsiuremethylester ” + 
Trioxyisosterocholensiure violett -- 


1) Fir die freundliche Uberlassung dieser Priparate sei hier Herrn 


T. Kazuno bestens gedankt. 
2) Vel HB. Ashikari, J. of Bioch:, 29, 319°(19389). 


Vel. T. S. Sihn, J. of Bioch., 27, 425 (1938). 
*) Der Farbenumschlag trat hierbei etwas verzogert auf. 


Die Hammarstensche Reaktion fallt also bei der Gallensaure, 
die ausser zwei sekundaren Alkoholgruppen in der Stellung C; 
u. Cyo eine Carbonylgruppe C3 tragt, wie bei der 3-Keto-7.12-dioxy- 
cholsdure auch positiv aus, obwohl die Farbennuance dabei etwas 
verandert ist, wie sich aus Tabelle I ersehen lasst. 
siure, der entweder eine sekundiire Alkoholgruppe oder Keto- 
eruppe in der Stellung C3 des Gallensiuremolekiils fehlt, wie bei 
der 7.12-Dioxycholansiure fallt jedoch die Hammarstensche 


Reaktion ganz negativ aus. 


Bei der Gallen- 
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 
Tsomerisation der Dioxycholensauren. 


1. Apocholsiure u. Zinkchlorid. 

0,5@ geschmolzenes Zinkchlorid wurden in 10 ccm Hisessig 
gelést, 3g Essig-Apocholsiure ([a]}°=+42,22°) zugesetzt und 
dann 30 Minuten lang vorsichtig gekocht. Beim Stehen in Zimmer- 
temperatur zeigte die Reaktionsfliissigkeit eine stark blaue Ver- 
farbung. Sie wurde in viel Wasser eingegossen und mit Alkali- 
lauge abgestumpt. Die dabei abgeschiedene Fallung wurde in 
einer 5%igen Kalilauge eine Stunde lang gekocht und dann mit 
verdiinnter Salzsiure ausgefallt. Die abgesaugte, getrocknete 
Masse (2,7) wurde mit 4cem Ather mehrere Stunden lang in 
Zimmertemperatur digeriert und abgesaugt. 

a. Dioxycholensiure. Der Riickstand (ca.1g) wurde im 
Hisschrank mit 4 cem absolutem Alkohol digeriert und abgesaugt. 
Der Riickstand (0,4g¢) wurde in Alkohol unter Zusatz von Soda- 
lésung gelost, filtriert und dann mit verdiinnter Salzsiure ange- 
siuert, wobei eine Krystallisation auftrat. Die Krystalle wurden 
mittelst atherischer Diazomethanlosung methyliert und aus 
Methanol oder Methanol-Wasser mehrmals umkrystallisiert. 
Schmelzpunkt 91-93°. Keine Schmelzpunktdepression mit reinem 
Dioxycholensauremethylester. Die aus dem Ester regenerierte 
freie Saure wurde in Alkohol unter Zusatz einer kleinen Menge 
von Ammoniak gelost und dann mit verdtinnter Salzsdiure gefallt. 
Diese Behandlung wurde mehrmals wiederholt. Die aus Essigester 
umkrystallisierte Saure schmilzt bei 253-255°. Keine Schmelz- 
punktdepression mit reiner Dioxycholensaure. 


Spezifische Drehung: 32,0mg Subst. in 10 cem abs. Alkohoi, 
1=2 dm, a= +0,38°, [a}iere DOS 
3,835 mg Subst: 10,350 mg COs, 3,400 mg HO. 
CosHssOx ‘Ber. "© 73,79, Eb -9,82 
Gef...78,60:,. 5, 9,02 
Aus dem von Dioxycholensiure getrennten alkoholischen 
Piltrat wurde unveranderte Apocholsiure (ea.0,6g) wieder er- 
halten. 
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b. Isodioxycholensiiure. Der Atherauszug wurde in Zimmer- 
temperatur verdunstet. Das dabei abgeschiedene, mit Krystallen 
durchsetzte, dicke Ol wurde mit Ather angertihrt und wiederum 
frei abgedunstet. Danach wurde es mit Essigester digeriert und 
abgesaugt. Ausbeute 0,2 g. 

Der abgesaugte Krystall wurde aus Essigester-Methanol oder 
“Methanol-Wasser umkrystallisiert. Schmelzpunkt 197-198°. In 
Hissessig wurde ein Stiickchen der Krystalle gelist und mit einem 
Tropfen einer ca. 7%igen Bromlésung versetzt, wobei die Brom- 
farbe plotzlich verschwindet und ein Farbenumschlag folet : violett- 
prachtvoll blau-gelb. Keine Schmelzpunktdepression mit reiner 
Tsodioxycholensaure. 


Spezifische Drehung: 62,9 mg Subst. in 10 cem abs. Alkohol, 


t=2 dm, a=+0,07°, [a]}°= +5,56°, 
4,168 mg Subst.: 11,267 mg COs, 3,703 mg H:20. 
C21 HasOx BeraaG 73,79 H 9,82 


Com Waa 5. Oeue 


2. Dioxycholensdire u. Zinkchlorid. 

1,3 g¢ Dioxycholensiuremethylester wurde in 5cem Eisessig 
unter Zusatz von 0,3 ¢ geschmolzenem Zinkehlorid 35 Minuten lang 
gekocht. Das Reaktionsgut wurde mit viel Wasser versetzt, vom 
dabei abgeschiedenen Harz abdekantiert und mit einer 5%igen 
alkoholischen Kalilauge zwei Stunden lane hydrolysiert. Nach 
dem Abdampfen des Alkohols wurde das Hydrolysat mit ver- 
diinnter Salzséure ausgefallt. Ausbeute 1,1 ¢. < 

1,8¢ dieser Fallung wurde im Hisschrank mit 5¢em Ather 
6 Stunden lang digeriert, abgesaugt und dann mit Ather gut 
eewaschen. Die vereinigte Atherlésung wurde als Isodioxycholen- 
siurefraktion aufbewahrt. 

a. Apocholsiure. Der Riickstand (0,6g¢) wurde in 3 cem 
absolutem Alkohol im Eisschrank iiber Nacht stehen gelassen und 
dann abgesaugt. Das Filtrat wurde vom Alkohol unter Zusatz 
von 2%iger Ammoniakloésung ganz befreit und dann mit ver- 
diinnter Salzsiure ausgefallt. Die getrocknete Fallung (0,2 g) 
wurde wiederum mit 1¢em absolutem Alkohol digeriert und ab- 


244 Yamasaki, Takahashi u. Kim: 


gesaugt. Das Filtrat wurde mit Wasser versetzt und die dabei 
abgeschiedenen Krystalle wurden aus verdiinntem Alkohol mehr- 
yaals umkrystallisiert. Prismatische Nadeln vom Schmelzpunkt 
172-173°. Keine Schmelzpunktdepression mit reiner Apocholsaure. 


Spezifische Drehung: 62,4 mg Subst. in 10 cem abs, Alkohol, 


1=2 dm, a= +0,56°, [a ]15°= + 44,87". 
3,588 mg Subst.: 9,739 mg COs, 3,165 mg H:O. 
Co:HssOu Ber, “G73.79 = Or s2 


Get, = A020 ole 


b. Isodioxrycholensiure. Der Atherauszug wurde mehrere 
Tage lang in Zimmertemperatur stehen gelassen, wobei sich sandige 
Krystalle (0,212) abschieden. Sie wurden aus Kssigester oder 
aus verdiinntem Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Schmelzpunkt 
197-198°. Keine Schmelzpunktdepression mit reiner Isodioxy- 
cholensaure. 


Spezifische Drehung: 60,2 mg Subst. in 10 eem abs. Alkohol, 
1=2 dm, a= +0,068°, [a}io= +5,65°. 


3,733 mg Subst.: 10,115 mg COs, 3,325 mg HO. 
CosH3s04 Ber. C€ 73,79 H 9,82 
Get ea i390 O00 Te 


Isodioxycholensiure aus Cholsdure. 


1. Cholsdure u. Eisenchlorid. 


2¢@ Hisenchlorid wurden in Eisessig gelést, 10g getrocknete 
Cholsaure in die Losung eingetragen und dann eine Stunde lang 
gekocht, wobei durch Abdunsten des Lésungsmittels eine Krystal- 
lisation von Hisenacetat auftrat. Ungeachtet der Krystallisation 
wurde die Reaktionsfliissigkeit in viel Wasser eingegossen und mit 
Alkalilauge gegen Kongorot neutralisiert. Das dabei abgeschiedene 
Harz wurde mit 5%iger Kalilauge eine Stunde lang gekocht und 
dann mit verdiinnter Salzsiure ausgefallt. Die abgeschiedene 
Fallung (8,2¢) wurde in 10cem Ather vollstiindig gelést. Die 
Lésung erstarrte aber beim Stehen allmihlich zu einem Krystallag- 
eregat. Nach weiterem 12-stiindigen Stehen im Eisschrank wurden 
die Krystalle abgesaugt und mit Ather eut gewaschen. Ausbeute 
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3,0 2. 

Sie wurden einmal mit Essigester digeriert und dann aus 
Essigester oder Essigester-Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Der 
in Essigester unlésliche Teil (ca.0,1g¢) erwies sich als identisch 
mit Dioxycholensiure. Aus dem in Essigester léslichen Teil wurde 
Isodioxycholensdéure gewonnen. Die Ausbeute an reiner Isodioxy- 
-cholensaure betrug 2,1 g. Schmelzpunkt 197-198°. Bromreaktion 
positiv. Keine Schmelzpunktdepression mit reiner Isodioxycholen- 
saure. 

Spezifische’ Drehung: 71,4 mg in 10 cem abs. Alkohol, 
l=2dm, | a=+0,08°, [a]f8°= 45,60". 
4,405, 3,640 mg Subst.: 11,925, 9,840 mg COs, 3,865, 3,210 mg H2O. 
Cos sO Ber, @ 73,79. Hi 9,82 


(Cie &, Weksey 5 Oxy) 
” ” 73,73 ” 9,87. 


Aus dem Filtrat der Isodioxycholensiure wurde eine kleine 
Menge von Apocholsaure erhalten. 


2. Cholsiure u. Zinkchlorid. 


10g Cholsiure wurde in 30ccem Hisessig unter Zusatz von 
1,6¢ geschmolzenem Zinkchlorid gelost und eine Stunde lang 
vorsichtig zum Sieden erhitzt. Die weitere Behandlung wurde fast 
gleich wie vorher ausgefiihrt. Die dabei erhaltene Fallung (9,7 g) 
wurde mit'15 cem Ather digeriert. Da sie dabei nicht vollstaindig 
léslich war, wurde am niichsten Tag abgesaugt und mit Ather gut 
nachgewaschen. 

Die vereinigte Atherlésung wurde in Zimmertemperatur 
verdunstet, wobei sich ein mit Krystallen durchsetztes, dickes Ol 
abschied. Wiederum wurde es mit Ather befeuchtet und im 
Hisschrank tiber Nacht aufbewahrt. Danach wurden die Kry- 
stalle abgesaugt und mit Ather gut gewaschen. Ausbeute 0,3 g. 
Aus Essigester-Methanol oder Methanol-Wasser wurden sie mehr- 
mals umkrystallisiert. Schmelzpunkt 197-198°. Keine Schmelz- 
punktdepression mit reiner Isodioxycholensiure. Bromreaktion 
positiv. 

Spezifische Drehung: 78,9 mg Subst. in 10 eem abs. Alkohol, 
1=2 dm, a= +0,09°, [a]}5°= +5,70°, 
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4,295, 3,690 mg Subst.: 11,620, 9,970 mg COs, 3,800, 3,190 mg H20. 
Cos HesO4 Ber. C 73,79 H 9,82 
Gets 3 (3509) 9390 
sf 4) URED, AOE 


3. Cholsdure u. Antimontrichlorid. 


3g gereinigte Antimonchloride wurden in 45cem LEisessig 
gelost, 15 @ getrocknete Cholsiure zugesetzt und dann eine Stunde 
lang vorsichtig gekocht. Die weitere Behandlung wurde in der 
fast gleichen Weise wie vorher ausgefiihrt. Das Reaktionsprodukt 
(ca.15¢@) wurde mit 20cem Ather dreimal digeriert. Aus dem 
vereinigten Atherauszug wurden 0,8 g Krystalle erhalten, die noch 
mit einer kleinen Menge von Apocholsiure vermengt waren. Aus 
diesem Gemisch wurde 0,4 g fast reine Isodioxycholensaure erhalten 
und aus Essigester oder Methanol umkrystallisiert. Bromreaktion 
positiv. Schmelzpunkt 196-198°. Keine Schmelzpunktdepression 
mit reiner Isodioxycholensaure. 


Spezifische Drehung: 54,4 mg Subst. in 10 cem abs. Alkohol, 
t=2' dine a= 10,06' [oe 4-5,08°. 
3,420, 3,475 mg Subst.: 9,280, 9,420 mg COs, 3,000, 3,060 mg H:20. 
Cos 3sO4 Ber, 7G@273,79) wi 05382 
Get. 4, 74,00) 7 29;6h. 
” Hye eB? 5, Sia 
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UBER DIE GALLENSAURE VON SCHILDKROTEN- 
GALLE; TRIOXYSTEROCHOLANSAURELAKTON. 


VON 
CHAI HEUNG KIM. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, 
¢ Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 
(Eingegangen am 22. Mai 1939) 


Neuerdings wurden von Yamasaki u. Yuuki (1936) zwei 
gesattigte Laktone der Sterocholansdéurereihe aus der Alligator- 
schildkrotengalle isoliert, von denen der eine von der Formel 
Co7H4405 oder CogHyg0; bei 208° schmilzt und eine spezifische 
Drehung [a]5”=+382,87° hat. Die Séure enthalt vier sekundire 
Alkoholgruppen im Molekiil, von denen drei im Sterocholansaure- 
kern und die eine andere in Seitenkette vorliegen. Dieses Lakton 
liefert durch Hydrolyse mit Lauge eine Saure vom Schmelzpunkt 
140°, bei der Oxydation mit Chromsiure ein Triketolakton vom 
Schmelzpunkt 306° und eine Tetraketos’ure vom Schmelzpunkt 
214°. Dieses Triketolakton liefert bei der Oxydation nach Auf- 
spaltune des Laktonringes eine andere isomere Tetraketosiure vom 
Schmelzpunkt 205°. 

Das andere isomere Lakton (Yamasaki 1939) schmilzt bei 
220° und hat [a]$°=+68,97°. Die spezifische Drehung der durch 
Lauge hydrolysierten Saéure zeigt [a]$°=+35,25° und ihr Methyl- 
ester schmilzt bei 228°, der neuerdings von Yamasaki (1939) als 
identisch mit dem friiher angegebenen Lakton vom Schmelzpunkt 
228° erwiesen wurde. 

In vorliegendem Versuch wurde die Galle einer Schildkrote 
(Emys orbicularis) untersucht, die mit der Alligatorschildkrote 
zur gleichen Gattung gehdrt: Es wurde dabei gefunden, dass in 
der Schildkrétengalle ein Trioxylakton vom Schmelzpunkt 208° 
vorkommt, das durch einen Formylester und durch Herstellung 
seiner Tetraketosiure identifiziert wurde. Diese alle zeigen bei der 
Mischprobe mit denen aus der Alligatorschildkrétengalle keine 
Schmelzpunktdepression. 
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


Ungefiihr 100ccm schleimfreier Galle wurden unter An- 
siuerung mit verdiinnter Salzsiure dreimal mit je der gleichen 
Menge Chloroform geschiittelt. Dabei wurden zwei Fraktionen : 
eine Chloroform- und eine andere wasserige Fraktion erhalten. 

Durch Hydrolyse der letzten Fraktion wurde leider keine 
krystallisierte Substanz gewonnen. Die vereinigte Chloroform- 
losung wurde erst mit einer 10%igen Natriumbicarbonat-, dann 
mit einer 10%igen Natriumearbonatlosung und zuletzt mit Natron- 
lauge hintereinander je dreimal geschiittelt. Dieser Natronlauge- 
auszug wurde unter Ansdéuerung mit verdiinnter Salzsaure wieder 
dreimal mit Chloroform geschiittelt und die Chloroformlosung ab- 
geedampft. 


Trioxysterocholansdurelacton. 


Das dabei zuriickgebliebene braunliche Harz wurde mit 
warmem Essigiither digeriert, wobei es zu einem Krystallbrei 
erstarrte. Die abgesaugten Krystalle (2,12 g¢) wurden aus Essig- 
ather oder Alkohol-Wasser mehrmals umkrystallisiert. Perlmutter- 
elanzende Blattchen vom Schmelzpunkt 207-208°. Liebermann- 
Reaktion: violettrot-briunlichrot. Keine Schmelzpunktdepression 
mit dem Trioxysterocholansaurelacton aus Alligatroschildkréten-— 
galle. 


Spezifische Drehung: 63,2 mg Subst. in 10 cem abs. Alkohol, 
1=2 dm, a= +0,40°, [a ]?0°= +31,65°. 
Cx HasiOs Ber. C 72,27 H 9,89 
CosHieOs 99 72,66 5, 103 
Get, E72 sO. oars. 


Formylester des Lactons. ' 

50mg Lacton wurden in 3cem reiner Ameisensdure finf 
Stunden lang gekocht und unter Zusatz von Wasser vollstandig 
ausgefallt. Die gut gewaschene, getrocknete Fallung wurde aus 
Methanol mehrmals umkrystallisiert. 

Prismatische Nadeln vom Schmelzpunkt 230-232°. Keine 
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Schmelzpunktdepression mit reinem Formylester des Trioxystero- 
cholansaurelactons aus Alligatorschildkrotengalle. 
3,820 mg Subst.: 9,503 mg COs, 2,870 mg H:O. 
Cx0H1108 Ber. C 67,72 H 8,33 


Csi HieOs ” ” 68,09 ” 8,49 
Gef, O7,80 8 5, eas 


” 
vd 


Oxydation des Lactons. 

0,2¢@ reines Lacton (Fp. 208°) wurde in 3cem Hisessig mit 
0,2 g Chromsaure bei Zimmertemperatur vorsichtig oxydiert. Nach 
zwei Stunden wurde das Reaktionsprodukt mit Wasser ausgefallt 
und in Chloroform aufgenommen. Die Chloroformlésung wurde 
mit einer 5%igen Sodalésung geschiittelt und in zwei Fraktionen: 
Soda- u. Chloroformldsung geteilt. 

1. Die Sodalésung wurde unter Neutralisation mit verdiinnter 
Salzsaure auf dem Wasserbade von Chloroform befreit und dann 
durch Anséuerung mit verdiinnter Salzsiure ausgefallt. Die dabei 
abgeschiedene Masse (0,14 ¢@) wurde aus verdiinntem Alkohol oder 
Aceton mehrmals umkrystallisiert. Prismatische Nadeln vom 
Schmelzpunkt 212-213°. Keine Schmelzpunktdepression mit der 
Tetraketosiure aus Trioxysterocholansaurelacton. 

3,733 mg Subst.: 9,650 mg COs, 2,804 mg HO. 
Cx7H3sO0c Ber. C 70,69 H 8,36 


CosH 1006 on oy RIE Meas’ 
Gets 70}b2) 5.85412 


2. Aus der Chloroformlésung wurde durch Abdampfen vom 
Losungsmittel 30mg Krystallmasse erhalten. Sie wurde aus 
verdiinntem Alkohol wiederholt umkrystallisiert. 

Libermann-Reaktion: nur gelb. Schmelzpunkt 300°. Keine 
Schmelzpunktdepression mit dem aus Trioxylakton der Alligator- 
schildkréte dargestellten Triketolacton yom Schmelzpunkt 306°. 
Leider war die Ausbeute zur Analyse nicht ausreichend gewesen. 
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The Journal of Biochemistry, Vol. 30, No. 2. 


ON THE INFLUENCE OF VARIOUS KINDS OF 
NUTRITION UPON THE ACETALDEHYDE 
FORMATION IN THE LIVER. 


Report 1 


The acetaldehyde formation in the liver of dog nourished 
by a normal mixed diet. 


By 


KOKUSHO RI. 


(From the Medical Clinic of Prof. N. Kageura, 
Nagasaki Medical College, Japan.) 


_ (Received for publication, May 26, 1939) 


There have been a number of theories advanced on the subject 
of the decomposition process of carbohydrates in the living body, 
and it is universally believed that acetaldehyde is one of the inter- 
mediate products of metabolism in the oxydation of carbohydrates, 
but many considerable difficulties have been encountered in the 
study of acetaldehyde in the animal body because of the fact that 
this substance is very volatile and very unstable during the process 
of metabolism. Therefore since the publishing of the report by 
Neuberg and his co-worker (1916) of a fixation method with the 
aid of calcium sulfite, experiments relating to the acetaldehyde 
formation in the various tissues of animals have become very 
numerous. They have ascertained the formation of acetaldehyde 
as one of the products of the metabolism of carbohydrates in the 
cells of warm-blooded animals. Furthermore, studying the forma- 
tion of acetaldehyde in liver and muscles, they discovered that the 
addition of various sugars and insulin increased the formation of 
the substance, and they proclaimed that the carbohydrates were 
the mother substance of acetaldehyde. 

Bornstein and Pantke (1930) studied the formation of 
acetaldehyde by adding various acetaldehyde-forming substances 
to liver gruel and observed that glyeogen was very important in 
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the forming of acetaldehyde. A. Utewski (1930) experimented 
with both normal and washed samples of pigeon muscle gruel and 
found that the formation of acetaldehyde in the washed gruel was 
less than that of the normal gruel. Fleischmann (1930) con- 
ducted his experiments by adding ethyl alcohol to bone muscle 
eruel of guinea pigs and found that if the acetaldehyde fixing 
method was not used, the acetaldehyde thus formed was oxydized 
and passed off into the next stage of chemical change. Supniewski 
(1926) stated that the addition of insulin in a test tube experiment 
or the injection of insulin with grape sugar as well as with fructose 
in the living body, increased the acetaldehyde formation in both. 
Toennissen (1924) discovered that a mixture of pancreas and 
musele emulsion brought about a high production of acetaldehyde 
and that the yield of the. combination’was greater than the two 
produced separately. Hachiya (1928) made a comparative study 
of the acetaldehyde formation in the liver and muscles and dis- 
covered that the formation was considerably greater in the former. 

Moreover the formation of acetaldehyde was not limited to the 
liver and muscles only, but was also found to appear in other 
organs. Wolgemuth (1926) made studies of the acetaldehyde 
formation in the brain and the skin; Utewski and Epstein 
(1933) studied its formation in the thymus, in thyroid gruel, and 
in thyroids removed from sufferers from Basedow’s disease, and 
discovered that although the amount was very small, there was 
undeniable evidence of acetaldehyde formation in them. 

Although the liver and the muscles play important roles in 
the metabolism of carbohydrates, it is a known fact at present that 
the liver holds the more important position. It is this fact which 
causes investigators, in their study of the metabolism of carbo- 
hydrates, to use the liver in their experiments. That the liver 
plays an important part in acetaldehyde formation is clear from 
experiments by investigators mentioned above. It is also known 
that the function of the liver is greatly affected by various kinds 
of diets. The fact that the diet exerts a great influence in the 
metabolism of sugars has been proved by Prof. Kageura (1922). 
The writer has made a study of the influence of various kinds of 
nutrition upon acetaldehyde formation in the liver of animals, and 
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herewith presents as Report I the results of the study of the 
acetaldehyde formation in the livers of dogs nourished with a 
normal mixed diet. 


Merrops. 


The dogs used in this experiment were full grown and healthy. 
“The experiments were conducted after feeding them with a normal 
mixed diet (beef 7.5 gm., lard 1.0 ¢m., boiled rice 35 gm., per kilo, 
per day) for a period of one week. This diet did not decrease 
their weight. The carotid artery was severed about 24 hours after 
the last meal, the animals were bled to death, and the liver 
immediately extirpated. By means of the Hagedorn-Jensen 
method the blood sugar value of the blood from the carotid artery 
was determined. Using the same blood, (after removing the fibrin 
as perfusion fluid) the isolated liver was perfused for an hour, 
employing the Yamakawa-Mizuki perfusion apparatus. Sodium 
sulfite was added to the perfusion fluid. After perfusing, a part 
of the perfusion fluid was taken up and calcium carbonate was 
first added in order to isolate the acetaldehyde again; then the 
determination of acetaldehyde was made by the Takahata-Kume 
method. The amount of acetaldehyde (X) which is formed per 
100 gm. of liver was calculated according to the following formula. 


__ (a—biB 

L 
a: value (mg%) for acetaldehyde in the fluid after perfusing. 
b: value (mg%) for acetaldehyde in the fluid before perfusing. 


B: quantity (in 100 ce. unit) for perfusion fluid. 
L: weight (in 100 gm. unit) of liver used for perfusing. 


x 


RESULTS. 


1. Blank investigation without the liver. 


As a blank investigation I have performed the blood perfusion 
experiment without the liver. Sodium sulfite fructose was also 
added to the perfusion fluid. The results are shown in Table i 
Throughout this investigation we could not find any acetaldehyde 
formation in the perfusion fluid either before or after perfusing. 
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TABLE I. 
Blank investigation. 
| | | Increase of 
B.W | Bloog, Blood |Sodium) Acetalde-| acetalde- 
No. | Sex "| Condition rie: sugar | sulfite hyde hyde per 
| 100 gm liver 
(kg) (ee.) | (Yo) | (%) | (me%) | Fray 
are iat | Bet. 0 i 
Ss 3.0 | é ; ss 0 
ii 6 13.0 not added 400 0.077 0.5 Aft. 0 
2 | ¢ 400 | 0.113 Oat eae 0 
2 $ 18.7 | ” ; | 5; Aft. 0 
cn | | 
~, | Fructose 5 ~ | Bef. 0 
Sh (Sidhe tet din 0 eenreadded hts ced Ac el eG 
ee Reamer he Gi | 400-1 0.084 1) at ee 0 
at : i Aft. .0 
| Bef. 0 
5) 4, “ 4 0.081 0.5 0 
5 S 14.0 00 5 | ‘NEE 


B.W. = Body Weight. 


blood. 


3} 


ws 


0.5% sodium sulfite means the concentration 


of sodium sulfite in perfusion 


The wmfluence of sodium sulfite. 


The Kortschagin-Lewithow (19380) fixation method for 


acetaldehyde, with the aid of mixtures of sodium sulfite and sodium 


TABLE II. 


Investigation of acetaldehyde formation in the liver without sodium sulfite. 


Inerease of 
ae Blood | Acetalde-| acetalde- 
No. | Sex B.W.| Liver Condition Bloog sugar hyde hydé per 
(kg) | (em) (e.e.) | (Yo) | Gag %) [P00 Bee iver 
Ee Sodium sulfite Bef. 0 2 
6 9 11.0 | 450 motaddad 400 0.124 Aft. 0.073 0.065 
Bef. 0.018 
7 g 11.3) 410 ? 400 0.119 10 
, Aft 0198) tae 
Bef. 0 
8 rs) 8.6 | 360 ” 400 0.07 z 
¢ vl net, 0087) oes 
(average) 0.071 
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bisulfite, was used here. Various concentrations of sulfite were 
made and the amounts of acetaldehyde thus obtained are recorded 
in Tables III, IV, and V. Table II shows the results when sulfite 
is not added to the perfusion fluid. Tables ITI, IV, and V show 
the amounts of acetaldehyde obtained with the various concentra- 
tions. As shown in Table II, when sulfite is not added, the acetal- 


- dehyde formed in 100 gm. of liver ranged from 0.041 to 0.107 mg 


TABLE ITI. 


Influence of 0.1% sodium sulfite on acetaldehyde formation in the liver. 


Increase of 
at Blood | Acetalde-| acetalde- 
No. | Sex B.W. | Liver Condition Blood sugar hyde hyde per 
100 gm liver 
(kg) | (gm) (e.c.)| (%) | Gung %) (az) 
x EB 0.1% Sodium Bef. 0 ee 
9 ) 12.5 | 480 eulftoadded 400 | 0.068 Aft. 0.307 0.276 
Bet. 0 
” 0.468 
10 ie) Tal || ee 400 | 0.119 Aft. 0.550 
1 Bet. 0 
5 ” B 376 
11 g 10.0 | 350 400 | 0.081 lore 040 0 
(average) 0.367 
TABLE IV. 


Influence of 0.5% sodium sulfite on acetaldehyde formation in the liver. 


Increase 
Blood | Acetalde- | acetalde- 
No. | Sex B.W.|Liver|  Qondition Blood sugar hyde ‘ae pee 
em liver 
(kg) | (gm) (e.e.) | (%) (mg %) Gis) 
| 
, =e, | 0.5% Sodium Bef. 0 0.560 
12 g 1.4yoD0 pulataadied 400 0.081 Aft. 0.770 
|. 
| 
Bef. 0 Se 
1163 6 11.5 | 465 ” 400 0.104 Aft. 0.496 0.427 
Bef. 0 
14 ro) 12.2 | 400 ” 400 0.1386 Aft. 0.403 Gate 
(average) 0.463 
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TABLE V, 


Influence of 1.0% sodium sulfite on acetaldehyde formation in the liver. 


Increase of 
; Blood | Acetalde-| acetalde- 
No. | Sex B.W. | Liver Condition Blood sugar hyde hyde oe 
: 100 gm liver 
(kg) | (gm) (e.e.) | (%) | Gng %) ae 
ke # = 1,0% Sodium Bef. 0 6 
15 2 igh iay | eit) Ra AC FS) 400 | 0.111 Aft. 0.367 0.326 
9 2.3 | 450 400 | oaiz | Bt ° 0,521 
16 Q 12.3 5 ” | 5 Aft. 0.586 2 
Bef. 0 
2? . 8 0.3 54 
ale re) 14.9 | 476 | 400 0.06 Aft. 0.421 5 
(average) 0.400 


with an average of 0.071 mg. In the experiments where sulfite 
was added there is clear evidence of an increase in the acetaldehyde 
formation. When 0.1% sulfite was added, the figures were 0.256 
to 0.468 mg, with an average of 0.367mg. 0.5% sulfite yielded 
0.403 to 0.560 mg, giving an average of 0.463meg. In the ease of 
1.0% sulfite, the acetaldehyde formation was 0.326 to 0.521 mg, 
making an average of 0.400 mg. From these results it seems that 
within the sphere of this experiment the concentration of sulfite 
bears no relation to the amount of acetaldehyde captured. 


3. The influence of glycogen and insulin. 


In this experiment, 1.0 gm. of glycogen or 1.0 gm. of glycogen 
plus 5 units of miniglin (Insulin Takeda) were added. To this 
the various concentrations of sulfite were also added. The results 
are shown in Table VI. In 100 gm. of liver, 0.363 to 0.752 mg of 
acetaldehyde were obtained, an average of 0.592mg. This shows 
that the acetaldehyde formation is not markedly increased by the 
addition of glycogen. 

In the tests where glycogen and miniglin were added, the yield 


was 0.447 to 0.676 mg, with an average of 0.562 mg, also showing 
B Ss 
no influence. ; 
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TABLE VI. 


Influence of glycogen and insulin on acetaldehyde formation in the liver. 


ee E 2 Increase of 
B.w.IL , as 3lood) -4«& | Acetalde-| acetalde- 
No.|Sex aes Condition Blood sugar 2 5 hyde hyde per 
‘| (kg) |(gm) =i ys S 100gm liver 
Mere.) 1%) (%) (mg %o) (mg) 
As Zz ~o~ |1.0 gm Glycogen EP EBets0 
TS Ge Sule eaeologe 400 | 0.124] 0.2 
added | kee G76) 107°? 
19 | ¢ | 12.0] 390 » 400 | 0.070 0.5 | Bet ° 0.752 
Aft. 0.783 
9 = 3ef. 0 
20g LIT 400 ” 400 | 0.095} 1.0 0.622 
: Aft. 0.622 
PAW | SE tees eral ” 400 | 0.145! 1.0 eis 0.623 
Aft. 0.733 
Bef. 0 
221 6 | 11.5} 460 ” 400 | 0.088) 0.1 .60 
Aft. 0.690 ek 
(average) 0.592 
1.0gm Glycogen ipa” 
PB | ey |) PAO Bayt +Miniglin 5 | 400 | 0.068] 0.5 ate 0.447 
units added Aft. 0.393 
Bef. 0 
24) 6 8.7| 400 ” 400 | 0.093] 1.0 0.67 
Aft. 0.676 ae 
(average) 0.562 


4. The influence of glucose and insulin. 


In these tests, 1.0 gm. of glucose was added, or 1.0 gm. glucose 
plus 5 units of miniglin. The acetaldehyde formation is shown 
in Table VII. In 100 gm. of liver, 0.822 to 1.409 mg of acetaldehyde 
was obtained, giving an average of 1.188mg. Compared to the 
results of experiments 2 and 3, this shows a remarkable increase. 
When glucose and miniglin were added together, the yield was 
1.084 to 1.210 mg, or an average of 1.147 mg, showing that there - 
was no influence by miniglin. 


5.’ The influence of fructose and insulin. 


In Table VIII are shown the results obtained when 1.0 gm. of 
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TABLE VII. 


Influence of glucose and insulin on acetaldehyde formation in the liver. 


Bo Increase of 
d Blood] -£& | Acetalde-| acetalde- 
No.|Sex B.W Liver Condition Blood sugar 33 hyde Rie Pe 
m liver 
(kg) |(gm) (e.c.) | (%) (%) (mg %) ees 
= ~ 1.0 gm Glucose = ~ | Bef. 0 
Zoe Cale LOsa lous added 400 | 0.075! 0.5 Aft. 1.026 1.166 
¢ eee ary 
26/1 8 | 12.6} 410 ” 400 | 0.077] 0.5 Aft. 0.843 0.822 
ha ran Bet. 0 
27 | 3 | 12.0] 468 » 400 | 0.099] 1.0 a a? 14° 
Bef. 0 
23| ¢ | 9.3) 360 » 400 | 0.088) 1.0 |e sag) 1-384 
i F Bef. 0 ie 
5 ” 3 L 1.159 
291} 8 | 10.9} 405 400 |.0.113|-- 0:1 Aft. 1.173 5 
(average) 1.188 
1.0 gm Glucose air | Bef. 0 Jope. 
30} 6 | 11.5} 405 +Miniglin 5 | 4CO | 0.124] 0.5 ft. 1.100 1.084 
units added E gee 
Bef. 0 
31 | 3 | 10.0] 330 » 400 | 0.072} 1.0 abe poagh 1210 
(average) 1.147 


fructose or 1.0 gm. of fructose and 5 units of miniglin were added 
to the perfusion fluid. The acetaldehyde formed in 100 gm. of liver 
was from 0.806 to 2.253 mg, with an average of 1.550 mg, showing 
a definite increase. In the cases where fructose and miniglin were 
added together, the values for acetaldehyde in 100 gm. of the liver 
ranged from 1.116 to 1.275 mg, the average value being 1.196 mg, 
indicating no influence by miniglin. 


6. The wmfluence of lactose and insulin. 


When 1.0 gm. of lactose (which is a disaccharide) were added, 
the amount of acetaldehyde formed was as shown in Table IX. 
100 gm. of liver yielded between 0.205 and 0.628 mg or an average 
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TABLE VIII. 


Influence of fructose and insulin on acetaldehyde formation in the liver. 


Fae Bo - Increase of 
cee | 3lood | -A a cetalde- | acetalde- 
No.|Sex B.W,|Liver Condition | Blood sugar 33 hyde hyde per 
ke) (om of - XG 100gm liver 
(k (gm) | (e.c.) | (%) (%) (mg %) (mg) 
5 : ~ | 1.0gm Fructose | ~ | Bet. 0 i 
ayer | ey |) ALO aos maded 400 | 0.118] 0.5 Aft. 2.126 1.829 
=~ ed ae Se Ee 
Bef. 0 
ao 1 2 e320) 7420 ” 400 RU Fale Oro 5 
z Pel Reet GOBT 4 or 
Bef. 0 ; 
34 | 2 | 12.7} 400 ” 400 5 an 
| Pe eT lerorgoayt oor 
35 | 2 | 10.0| 310 » 400 | 0.084| 1.0 | Pet °2!3) | 5 ox, 
Aft. 1.650 
Bef. 0 
36 2 } 10:0} 280 ” 400 | 0.110} 0.1 047 
att, 0.733| 1°47 
(average) 1.550 
1.0gm Fructose Bef. 0 
Bi || 9.0 | 210 + Miniglin 5 400 | 0.115] 0.5 z 1.116 
units added ¥. Agt, 0:86 
Bef. 0 
38 OF W230 ? 400 0751 1:0 275 
° é vee Atto.738 eo 
(average) 1.196 


of 0.426meg. We could not recognize any increase from the addi- 
tion of lactose. The same was true when lactose and miniglin were 
added, because the average value for acetaldehyde obtained from 
lactose plus miniglin was 0.507 mg. 

In the whole experiment, the amount of acetaldehyde in the 
perfusion fluid before perfusion was, (besides the 0.018 mg of No. 7 
in Table II, and the 0.073 mg of No. 35 in Table VIII) in each 
ease, zero. The value of blood sugar, although it varies in dif- 
ferent dogs, ranged from 0.066 to 0.145%. 


DISCUSSION. 


Neuberg and Gottschalk studied the formation of acetalde- 
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TABLE IX. 


Influence of lactose and insulin on acetaldehyde formation in the liver. 


Sw Increase of 
Blood| -Z« | Acetalde-| acetalde- 
* Raney ; as l 
No.| Sex B.W.|Liver!  Gondition eee sugar| o°2 hyde hyde per 
ee) (mg %) 100gm liver 
(xe) |(gm) | (¢.¢.) | (%) (%) | <ms 7% (mg) 
: Bef. 0 
as 1.0 gm Lactose Ae = 0.55 
ay) 8.0 | 290 Caaded | 400 | 0.132 0.5 Aft. 0.403 556 
Bef. 0 
os 5 ” | . Ws 0.469 
ZU se) Ries 4007) 8.020) Ot ace ops 
Bef. 0 
y 5 5 ” : 0 0.628 
AU SS SLO aEsoS | 400 | 0.101] 1 Aft. 0.562 
Bef. 0 
S ” s r; 0.205 
42 | 2 | 10.0} 300 400 | 0.066} 1.0 Aft. 0.154 5 
Bef. 0 
AS 3.5 2) ” 22 . 0.274 
43} 8 | 13.5) 420 400 | 0.1 0.1 “Aft. 0.289 
(average) 0.426 
1.0 gm Lactose Bof. 0 
44 | 2 | 12.0) 452 + Miniglin 5 400 | 0.081] 0.5 Aft. 0.512 0.454 
units added aay 
Bef. 0 
5 aS ” 400 | 0.101] 1.0 0.560 
45 | 9 | 10.5] 340 0 Aft. 0.476 
(average) 0.507 


hyde in the liver and muscle gruel of warm blooded animals such 
as cows, horses, sheep, rabbits and guinea pigs; recognized the 
presence of acetaldehyde in these tissues, and claimed that the 
presence of this substance was due to the glycogen already present 
inthem. According to their results, in 100 gm. of guinea pig liver 
at 38 degrees C., 24 hours later the yield of acetaldehyde was 4.08 
to 6.95mg. An addition of 1.0% glycogen and fructose solutions 
‘increased the acetaldehyde formation. The addition of glycogen 
yielded an increase of 2.35 to 2.96 mg, and the addition of fructose 
yielded an increase of 0.83 to 1.80mg. When insulin was added 
with the various sugars, there was a general increase in the forma- 
tion of acetaldehyde. 


x 
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In Bornstein’s and Pantke’s experiments with dogs, their 
results showed that where the various sugars were not added to 
the liver gruel, there was no acetaldehyde proved. The addition 
of glucose, or of glucose and insulin, also showed the same results ; 
that is, no acetaldehyde. An addition of 0.5gm. of glycogen 
yielded 0.28 mg acetaldehyde; 0.5em. of glycogen and 0.5 gm. of 
glucose yielded 0.41 mg. (Although when glucose alone was added, 
there was no acetaldehyde formation.) Moreover, these experi- 
menters noticed that when the various sugars were added combined 
with glycogen, the amounts of acetaldehyde obtained were greater 
than the total of the yields obtained separately. 

Kortsehagin and Lewitow compared the sodium sulfite 
method used by them and the calcium sulfite method used by 
Neuberg to fix acetaldehyde from muscle gruel and discovered 
that there was no great difference between the two. Moreover, 
they announced that there is no great difference in the amount 
of acetaldehyde formation due to the difference in concentration 
of sodium sulfite. Masuda (1912), in the liver perfusion test, 
discovered a certain substance which was very volatile compared 
with ethyl alcohol, and which combined readily with iodine and 
he simply called it an acetaldehyde-like substance. Wohlgemuth 
and Sorochowitisceh(1926) recognized the formation of acetalde- 
hyde in the human liver, and also that the amount was greater 
in it than in the liver of the guinea pig. These investigators 
attributed this to the fact that the human liver contains a larger 
store of carbohydrates than that of the guinea pig. 

Looking over the results of my experiments, as shown in 
Table II, in the normal animal liver I see that although the amount 
is small, acetaidehyde is present. And if sulfite is used, we are 
able to obtain a large quantity of the substance as shown in Tables 
Ill, 1V, and V. Moreover, if the sulfite fixing method is not used 
in the acetaldehyde formation, it passes on into the next stage of 
chemical change. Among sugars as agents aiding in the formation 
of acetaldehyde, we find fructose heading the list, followed by 
glucose. Glycogen, lactose and insulin do not seem to have any 
effect on the acetaldehyde formation. Whenever fructose and 
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glucose were added in the experiments, the former gave an in- 
creased yield of acetaldehyde, on the average, 1.550 mg, while the 
latter increased the yield up to 1.188mg. This is about twice the 
inerease as exhibited by glycogen, lactose and other tests. 

That in ease of a carbohydrate-rich diet, the amount of glyco- 
gen present in the liver of any normal animal is larger than in 
the case of a protein-fat diet, or in the case of fasting, has been 
made clear by Inuzuka (1934) and Miyasaki (19386) ; and it is 
under such glyeogen-rich conditions that the liver is able to perform 
its functions well. From the results of my experiments, we can 
imagine that the oxydizing decomposition of fructose and glucose 
will be smoothly and fully accomplished by such a normal liver. 
Considering the results of Table VI, it seems that glycogen is 
comparatively stable also in such a liver. 


SUMMARY. 


1. In the liver perfusion test of a normal dog, it was proved 
that acetaldehyde is formed in the liver. 

2. There seems to be no distinct relation between the various 
concentrations of sodium sulfite and the quantity of acetaldehyde 
formed. 

3. When glycogen, glucose, fructose and lactose are added, 
only fructose and glucose seem to show an increase in the forma- 
tion of acetaldehyde. The addition of insulin does not seem to 
accelerate the formation of acetaldehyde. 

4. The formation of acetaldehyde in the liver differs accord- 
ing to individuals. 


At this place I wish to express my sincere gratitude to Pro- 
fessor Kageura, my teacher, who has accorded me invaluable 
guidance in preparing this paper. My thanks are also due to 
Dr. Sendju for his help and advice. 


REFERENCES. 


Borstein, A. and Pantke, R. (1930): Biochem. Z., 225, 321. 
Fleischmann, W. (1930): Biochem. Z., 219, 19. 


Acetaldehyde Formation in Liver.—I. 2638 


Gottschalk, A. (1924): Biochem. Z.. 146, 582. Klin. Woch. II, 1356. 

Hachiya, T. (1928): Zika Zassi, 343, 2071. 

Inutsuka, M. (1934): Journ. of Biochem., 19, 217. 

Kageura, N. (1922): Journ. of Biochem., 1, 333 u. 389. 

Kegeura, N. (1924): Journ. of Biochem., 3, 205 u. 457. 

Kortschagin, M. and Lewitow, M. (1930): Biochem. Z., 224, 63. 

Masudu, N. (1912): Biochem. Z., 45, 140. 

Miyazaki, M. (1936): Journ. of Biochem., 24, 407. 

Neuberg, C. and Farber, E. (1916): Biochem. Z., 78, 238. 

Neuberg,C. and Gottschalk, A. (1923): Klin. Woch., II, 1458. 

Neuberg, C. and Gottschalk, A. (1924): Biochem. Z., 146, 164 u. 185. 

Neuberg,C., Gottschalk, A. and Strausse, H. (1923): Deutsch. med. 
Woch., II, 1407. 

Supniewski, J. V. (1926): The Journal of Biol. Chem., 70, 13. 

Toenniesseu, E. (1924): Ztschr. f- physiol. Chem., 133, 158. 

Utewski, A. (1930): Biochem. Z., 228, 135. 

Utewski, A. and Epstein, S. (1933): Biochem. Z., 265. 320. 

Wohlgemuth, J. (1926): Biochem. Z., 173, 258. wu. 175. 232. 

Wohlgemuth, J. and Sorocohwitsch, C. (1926): Arch. f. Verdau- 
unggskrht., 37, 225. 


> 
—~ 
. 
AR 
> 
‘ 
f 
r 
> 
y 
: 
7 


Vie 


a ' +! pe 


fay" “o% 


The Journal of Biochemistry, Vol. 30, No, 2, 


UBER DIE LEBERARGINASE. 


Il. Mitteilung. Uber die Arginasewirkung bei der 
Leberautolyse. 


VON 


MASARU KAIJU 
(Aus dem Utzino-Laboratorium des Instituts fiir Chemische Forschung 
an der Kaiserlichen Universitdt Kyoto. 
Vorstand: Prof. Dr. S. Utzino.) ° 


(Fingegangen am 25. Mai 1939) 


In der vorigen Mitteilung hat Verf. (1938) iiber eine Abschwa- 
ehung der Wirkung der Leberarginase von mit Phosphor ver- 
eifteten Kaninchen berichtet, wahrend die Blutarginase und zwar 
die Plasmaarginase, die bei gesunden Kaninchen nur in dusserst 
geringem Grad nachgewiesen werden konnte, auffallend stark auf- 
trat. 

Damals wurde auch die Vermutung geaussert, dass die dies- 
beziigliche Erscheinune vielleicht etwas mit der gesteigerten 
Autolysewirkung der Phosphorleber zu tun haben kénnte, wie diese 
Wirkung der Phosphorleber schon von vielen Seiten besprochen 
worden ist. Man kann hier besonders daran erinnern, dass Ch’én 
im hiesigen Institut eine sehr verstarkte Wirkung der katheptischen 
Autolyse der Phosphorleber festgestellt hat (noch nicht veroffent- 
licht). 

Hier taucht nun eine neue Frage auf, namlich welcher Einfluss 
auf die Leberarginase bei der Autolyse ausgetibt werden kann oder 
ob man den Ubergang der freigewordenen Arginase im Blutplasma 
aus den Zellsubstanzen sicher konstatieren kann. In der vorliegen- 
den Arbeit hat Verf. unter Leitung von Prof. 8. Utzino Autoly- 
seversuche mit der Kaninchenleber angestellt. Die gut zerriebene 
Mazeration der frischen Leber wurde in die beiden Enzymfrak- 
tionen—also in eine zentrifugierte obere Fliissigkeitsschicht und 
in einen abgesetzten Bodensatz geteilt, der mit Wasser auf das 
urspriingliche Volumen suspendiert wurde, und der Autolyse bei 
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37°C unter Beriicksichtigung der Reaktion des Mediums unter- 
worfen. Hier sei erwihnt, dass in der ersteren Fraktion die 
Arginasewirkung etwas mehr als in der letzteren nachgewiesen 
wurde. Nach einer 24stiindigen Autodigestion bei Pu 5,0 ver- 
schwand die Arginasewirkung der beiden Fraktionen vollig, 
wihrend die bei Pu 7,0 oder bei Pu 7,8 angestellten Digestate 
der beiden Fraktionen dagegen eine nur etwas geschwachte 
Arginasewirkung zeigten. 

Bei der Manganaktivierung blieb auch die Arginasewirkung 
des bei Pu 5,0 ausgefiihrten Digestats der Leber negativ und die 
der bei neutraler oder bei schwach alkalischer Reaktion gepriften 
Digestate wurde dabei deutlich verstarkt, obgleich die anfangliche 
Wirkungsstarke nicht erreicht werden konnte. Falls man die 
beiden Enzymfraktionen im Hisschrank aber sonst unter den 
gleichen Bedingungen aufbewahrte, trat die Arginasewirkung fast 
im gleichen Grad wie bei der frischen Leber ein. 

Es soll hier nicht unerwahnt bleiben, dass die Aktivitat der 
einmal bei Px 5,0 (Citratpuffer) eingestellten Enzymfraktion deut- 
lich herabgesetzt wird, die urspriingliche Vollaktivitat aber durch 
Zusatz von Mangansulfat wiederhergestellt werden kann, was im 
weiteren Sinne der reversiblen Aciditatsinaktivitat der Arginase 
die Beobachtung von Edlbacher und Pindésch (1937) bestatigt 
hat, dass némlich Salzséureinaktivierung der Arginase durch das 
Manganion geschiitzt oder reaktiviert werden kann. Das Ver- 
schwinden der Arginasewirkung durch die bei schwach saurer 
Reaktion ausgeftithrten Autolyse spricht sehr wahrscheinlich dafiir, 
dass die Arginase auch durch die katheptische Autolysewirkung 
beeintrachtigt wurde, wie dies auch mit der Beobachtung von 
Edlbacher und Pindsch (1937) gut iibereinstimmt, dass die 
Arginase durch Pepsin oder Trypsin zerstért wird. Hier méchte 
man auch an die Angabe dieser deutschen Forscher erinnern, dass 
als kolloider Traiger der Arginase die Albuminnatur in Betracht 
komt. Die Abschwichung der Arginase von Phosphorlebern mag 
auch in Beziehung mit der gesteigerten katheptischen Autolyse 
der pathologischen Leber stehen. Fiir die herabgesetzte Arginase- 
wirkung bei der Autolyse in neutraler oder sechwach alkalischer 
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Reaktion mag wohl auch die bei diesen Medien geschwiichte 
Kathepsinwirkung verantwortlich sein. Bei diesen Reaktionen 
kénnen aber auch andere Proteasewirkungen z. B. Peptonase, 
Peptidase, Dipeptidase oder Acylase ete. in Betracht kommen und 
man dtirfte sich hier deswegen besser von einer entscheidenden 
Aussage zuriickhalten. 


EHXPERIMENTELLER TIL. 


Der zerriebene Kaninchenleberbrei wurde in 3. Portionen 
geteilt, die je mit dem 10fachen Volumen Puffer (Citratpuffer 
von Pu 5,0, Phosphatpuffer von Pu 7,0 und Px 7,6) suspendiert 
und dann a) sofort nach der Puffermischung, b) nach der Auf- 
bewahrung unter Toluol bei 37° waihrend 24 Stunden und ec) nach 


TABELLE I. 
Leberarginasewirkung bei der Autolyse. 


Sdureverbrauch (ecm 0.02 n-H2S0,) 


Obere Flissigkeit | Bodensatzsuspension 
eee nicht | aktiviert | Dicht | | aitiviert 
aktiviert | °*"Y? aktiviert | “~~ 
5,60 F 32 0,3 
a) Sofort nach der Trennung ey ae ice on, 
pH | b) Aufbewahrt 24 Stunden 0 0,50 0 0 
5,0 bei 37°C 0 0 0 0 
ec) Aufbewahrt 24 Stunden 3,50 39,70 1,00 25,30 
im Hisschrank 3,40 38,20 0,90 25,10 
36,80 43,10 15,00 25,80 
a) Sofort nach der Trennung ee 42.80 16.50 24°90 
pH | b) Aufbewahrt 24 Stunden 24,30 25,20 13,60 17,20 
7.0 bei 37°C 22,80 25,10 18,50 18,C0 
c) Aufbewahrt 24 Stunden 37,30 41,50 13,00 24,70 
im Hisschrank 35,10 40,10 113,30 22,80 
7 39,80 49,50 18,40 30,40 
a) Sofort nach der Trennung 39,90 43°80 18,50 31,20 
pH , b) Aufbewahrt 24 Stunden 28,90 32,70 11,70 14,70 
76 bei 37°C 29,50 32,80 10,90 14,20 
ey Aufbewahrt 24 Stunden 38,90 44,40 14,90 24,10 
im Hisschrank 39,50 45,10 17,50 28,20 
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der Aufbewahrung unter Toluol im Hisschrank waihrend 24 Stun- | 
den auf die Arginasewirkung hin gepriift wurden, nachdem man 
die Suspension durch Zentrifugieren in eine obere Fliissigkeits- 
schicht und in den Bodensatz getrennt hatte, der mit Wasser auf 
das urspriingliche Volumen erginzt wurde. Fiir die Arginase- 
bestimmung wurde der folgende, Ansatz bei 37°C 24 Stunden lang 
digeriert : 5 ccm einer 0,1 Mol-Argininchlorhydratlésung (neutrali- 
siert)+2cem Enzymlésung+1eem Wasser oder 1 ccm 0,01 Mol- 
Mangansulfatlésung + 7,0 eem 0,1 Mol-Glykokoll.NaCl.NaOH-Puffer 
(Pu 9,0) + Toluol. 

Nach der Spaltung wurde das Digestat der Ureasewirkung 
unterworfen, um den gebildeten Harnstoff in Ammoniak tber- 
zufiihren. Die Ammoniakbestimmung wurde nach Folin vor- 
genommen. 

Als Kontrolle wurde nur die Enzym-Pufferlésung ohne Sub- 
strat aber unter sonst gleichen Bedingungen digeriert. 

In der Tabelle sind die kontrolherten Werte des Saurever- 
brauchs angegeben. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Arginasewirkung wurde bei der Autolyse bei Px 5,0 
(87°C, 24 Stunden) vollig aufgehoben, obwohl man sie mit 
Mangansulfat zu. aktivieren versuchte. Die Beeintrachtigung 
rubrt sehr wahrscheinlich von der katheptischen Wirkung her und 
lasst an die Angabe von Edlbacher und Pindéseh (1937) erin- 
nern, dass die Arginase durch Trypsin (Edlbacher und Zeller, 
1937) oder durch Pepsin zerstért wird und der kolloide Trager 
der ‘Arginase von Albuminnatur sein diirfte. 

2. Bei der Autolyse bei Pu 7,0 und auch bei Pu 7,6 wurde 
eine Abschwachung der Arginase, aktiviert und unaktiviert, beo- 
bachtet. Dies mag auch tteilweise durch die abgeschwiichte 
Kathepsinwirkung bei neutraler oder schwach alkalischer Reaktion 
erklart werden, obwohl hierbei auch die Peptonase oder Peptida- 
sewirkung auf Arginase in Betracht kommen kann. | 

3. Die Aufbewahrung der Lebermazeration im Hisschrank 
iibte fast keine Einwirkung auf die Arginase aus. Hier ist aber 
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hervorzuheben, dass die Aktivitaét der Arginase durch Hinstellen 
bei Pu 5,0 deutlich herabgesetzt wurde, die Vollaktivitat nach der 
Mangansulfataktivierung aber fast im gleichen Grad wie diejenige 
des anderen Enzyms zur Erscheihung kam. 

Auf die analoge Tatsache haben Edlbacher und Pindésch 
(1987) schon ihrerseits hingewiesen, indem sie iiber eine Salz- 

“saureinaktivierung der Arginase berichtet haben, die durch das 
Manganion geschiitzt oder reaktiviert werden konnte. 

Diese Tatsache dtrfte wohl die Beobachtung von Edlbacher 
und Pinoseh (19387) im weiteren Sinne der Acidititsinaktivie- 
rung bestitigen, dass die Salzsiureinaktivierunge der Arginase 
dureh das Manganion reaktiviert werden kann. 
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III. Mitteilung. Uber die Arginasewirkung auf Acetyl- 
I-phenylalany]-d-arginin. 
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MASARU KATJU. 


(Aus dem Utzino-Laboratorium des Instituts fiir Chemische Forschung 
an der Kaiserlichen Universitét Kyoto. 
Vorstand: Prof. Dr. S. Utzino.) 


(Hingegangen am 2. Juni 1939) 


In Bezug auf die Arginasespezifitat wurde schon die Bedeutung 
der freien Carboxylgruppe des Arginins bei der Arginasewirkung 
durch die Feststellung der Resistenz des Argininmethylesters und 
des Agmatins yon Edlbacher und Bonem (1925) angegeber. 
Hier sei auch auf die nur zur Spaltung der einen Hialfte des 
Guanidinmolekiils fiihrenden Arginasewirkung gegeniiber dem 
Arginylarginin und zwar auf den Abbau des Guanidinkerns der 
Argininhalfte hingewiesen, die die freie Carboxylgruppe tragt 
(Edlbacher und Bonem, 1925). Felix und seine Mitar- 
beiter (1928) zogen schon damals aus den Versuchen mit Benzoyl- 
arginin und mit Argininestern denselben Schluss wie Edlbacher 
und Bonem (1925). Bei der Uberpriifung haben Edlbacher 
und Burchard (1981) neurdings auch die Zerlegung einer der 
beiden Guanidylreste des Arginylarginins aus Clupein dureh die 
von Peptidase befreiten Kalbsleberarginase bestitigt. Die Frage, 
welcher der beiden Guanidylreste dem Enzym zugianglich ist, kann 
hier aber nach ihnen vorlaufig nicht mit Sicherheit beantwortet 
werden. 

Auf Grund der Beobachtung von der positiven Harnstoff- 
abspaltung aus Argininsiure haben Calvery und Block (1934) 
geschlossen, dass die a-Aminogruppe des Arginins nicht wichtig 
bei der Arginasewirkung ist, wihrend die Resistenz der Guanidin- 
carbonsiuren (Thomas, 1913 und 1923; Edlbacher und Bonem, 
1925), des d,l-a-Methylarginins (Steib, 1926) und auch der 
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e-Guanido-a-aminocapronsiure (Steib, 1926) schon berichtet 
worden ist. Thomas (1923) hat angenommen, dass Arginase 
ebenfalls zu den Fermenten gehort, die auf ein bestimmtes Sub- 
strat ganz spezifisch eingestellt sind. 

Hellerman und Stock(1938) haben aber auf die Bedeutung 
dex a-Aminogruppe bei der Arginasewirkung hingewiesen, da die 
Argininsiure und Guanidovalerianséure nur im schwachen Grade 
durch eine grosse Menge von Leberarginase angegriffen wurden. 

Nach den Beobachtungen von Mori (1938) wurde der 
Argininkomplex in den mit Methanol oder mit Phosphorwolfram- 
siure gefallten Abbaustufen der Gelatine z. B. Gelatopepton und 
Gelatotrypton immer in zunehmender Weise durch Arginase ange- 
eriffen, wahrend im Gelatinemolekiil nur eine minimale Harnstoff- 
abspaltung bei der Arginasewirkung beobachtet wurde, wie 
Dauphinee und Hunter (1929/30) schon die Arginasewirkung 
auf das Trypsindigestat der Proteine gezeigt haben. 

Da sonst in der Literatur keine Versuche mit Argininpeptiden 
gefunden werden konnten, hat Verfasser unter Leitung von Prof. 
Utzino das Verhalten des Acetyl-l-phenylalanyl-d-arginins gegen- 
uber der Leberarginase, die von der Acylase- sowie Peptidase- 
wirkung befreit wurde und nur die Arginasewirkune aufwies, 
untersucht und nur eine schwache Hydrolyse desselben beobachtet 
(Tabelle I u. Il), wahrend eine quantitative Harntoffabspaltung 
aus dem Salzsaure-Hydrolysat des Peptids konstatiert wurde 
(Tabelle III). 

Die rohe Rinderlebermazeration, die noch eine Acylase- und 
Peptidasewirkung entfalten konnte, griff das Peptid im deutlichen 
Grad an, indem die formoltitrierbare Acidititszunahme im 
Digestate pararell mit der Harnstoffbildung ging (Tabelle IV). 


EXPERIMENTELLER TEID. 
Substrate: Das Acetyl-l-phenylalanyl-d-arginin wurde nach 
der Vorschrift von Bergmann (1926/27) dargestellt. 
Enzymlosung: Als Enzym diente Rinderlebermazeration, die 
auf einen Teil Gewebebrei mit 3 Teilen Glycerin-Wasser (1:1) 
gut zerrieben, koliert und dann einer Reinigung nach der Vor- 
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schrift von Edlbacher und Burchard (1931) wunterworfen 
wurde. Bei der Digestion mit 2cem dieser gereinigten Enzym- 
losung ist der Aciditatszuwachs in 5cem Digestat (37°, 72 Std.) 
der folgenden Substrate wie folet: Benzoylglycin 0 cem; Benzoyl- 
diglycin 0 cem; Diglycin 0,05 cem; Acetylphenylalanylarginin 0,05 
eem 0,1 n-H2SO, respektive. 


TABELLE I. 
Spaltung des Acetylphenylalanylarginins durch die gereinigte Leberarginase 
(37°C, 24 Stunden). 

Versuchsansatz: 4,0 ccm 0,1 Mol-Substratlésung + 2,0 cem gereinigter Arginase 
+1c¢cem Wasser oder 1 cem 0,01 Mol-Mangansulfatlésung + 8,0 cem 0,1 Mol- 
Glykokoll-NaCl-NaOH Puffer (pH 9,0) + Toluol: 37°C, 24 Stunden. Nach 
der Spaltung wurde das umpufferte Digestat der weiteren Ureasewirkung 
unterworfen. Ammoniakbestimmung wurde nach Folin vorgenommen. Als 
Kontrolle wurden Versuche ohne Substratlésung einerseits oder ohne 
Enzymlosung andererseits unter den gleichen Bedingungen gepriift. In der 
Tabelle sind die kontrollierten Werte des Siiureverbrauchs in cem 0,02 
n-H2SO; angegeben. 


Sdureverbrauch (cem 0,02 n-H2SO;) 
pH 9,0 pH 7,8 pli 7,0 
Substrat nicht |ortviert| Richt | sitiviert| Bicht | artiviert 
aktiviert ee aktiviert] <M") aktiviert] V1 
Acetyl-I-phenylalanyl- 2,20 3,10 1,20 1,70 0,75 1,10 
d-arginin (5,5%) ‘| (7,8%) | (8,0%) | (4,3%) | (1,9%) | (2,8%) 
TABELLE II. 


Spaltung des Acetylphenylalanylarginins durch die lang dauernde und 
wiederholte Wirkung der gereinigten Leberarginase (pH 9,0). 
Versuchsansatz: Pro 20 eem 0,1 Mol-Substratlésung +12 cem Enzym (aktiviert) 
+28eem Puffer (pH 9,0). Ammoniakbestimmung in 10 cem Digestat. 
Nach 48-stiindiger Spaltung (37°C) wurde das Digestat der weiteren 
Digestion unter nenen Zusatz von 6 cem Enzym unterworfen. Ammoniak- 

bestimmung in 12 cem Digestat nach Folin. 


Siureverbrauch (ecm 0,02 n-H2SO.) 


Substrat 


Sofort | 24 Std.| 48 Std. Sofort | 24 Std. | 48 Std. 


6 cem 


Acetyl-l-phenylalanyl- 0,40 1,30 1,35 


1,40 1,60 1,60 
d-arginin 


Enzymzusatz 
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TABELLE III. 
Spaltung des hydrolysierten Acetylphenylalanylarginins durch die gereinigte 
Leberarginase (pH 9,0, 37°C, 24 Stunden). 
Versuchsansatz: 2cem einer 1 Mol-Peptidlésung wurden mit 5 ccm 10 n-HCi 
6 Stunden lang am Riickfluss gekocht, nach Neutralisieren mit Natronlauge 
auf 20 cem mit Wasser ergiinzt. Man unterzog 4cem dieser Hydrolysat- 
losung der Arginasewirkung (gereinigt) unter den gleichen Bedingungen 
wie Tabelle I. 


| Siureverbrauch (eem 0,02 n-H2SO:) 
Substrat 


nicht aktiviert aktiviert 


Acetyl-l-phenylalanyl-d-arginin 27,30 (68,3%) 38,90 (97,3%) 


TABELLE IV. 
Spaltung des Acetylphenylalanylarginins durch die Roh-Lebermazeration des 
Rindes (pH 9,0, 37°C). 
Versuchsansatz: 20¢eem 0,1 Mol-Substratlosung + 10 cem 
(nicht gereinigt) +70 cem Puffer (pH 9,0). In 10 ccm Digestat wurde 
Ammoniak- und Acidititsbestimmung ausgefiihrt. 


Lebermazeration 


Saureverbrauch fiir Ammon- Aciditatszuwachs bei 
neutralisation nach der Urease- Formoltitration 
Zeit wirkung in 10 eem in 10 ecm 
(Stunden) in % der 
eem Gesamt- cem in % der 
0,02 n-HsSOx guanidin- 0,1 n-NaOH 2 Karboxyle 

spaltung 

24 6,20 S155 0,61 30,5 

72 8,10 40,5 0,80 40,0 

TABELLE V. 


Wirkung der Pankreasmazeration (Schwein) auf Acetylphenylalanylarginin 
(pH 7,5, 37°C, 72 Stunden). 


Versuchsansate : 
3cem Puffer (pH 7,5). 


deem 0,1, Mol-Substratlosung+2c¢cem Pankreasmazeration + 
Formoltitration in 4 cem Digestat. 


Aciditatszunahme in 4 cem Digestat 


Substrat 


cem 0,1 n-NaOH 


Acetyl-I-phenylalanyl-d-arginin 


1,70 


in % der 2 Karboxyle 


42,5 


yf 


Uber die Leberarginase. 275 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Acetyl-l-phenylalanyl-d-arginin wurde durch die gereinigte 
Rinderleberarginase nur im schwachen Grad gespalten, im deut- 
lichen aber durch die Rohlebermazeration, indem auch die formol- 
titrierbare Acidititszunahme in Digestat ungefahr pararell mit 

-der Harnstoffbildung ging. 

2. Das Acetylpeptid wurde dureh Pankreasmazeration im 

deutlichen Masse hydrolysiert. 
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YEAST-SACCHARASE ACTION. 
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The present paper describes the experiments carried out in 
order to determine the effect of reduction and oxidation upon yeast- 
saccharase action. The results obtained with the enzyme were 
different from those of ricinus-, pancreas- and serum-lipase; liver- 
esterase, urease, amylase and dipeptidase which have been reported 
on by Itoh, Nakamura, Kayashima, Tono, Nakayama, 
Nagai and Fujimi of this laboratory. 

That is, the sphtting action of the enzyme was slightly 
augmented by reduction and retarded by oxidation, but the degree 
of augmentation and the retardation was not proportional to the 
marked change of the redox-potential after the addition of reducing 
or oxidizing agents in the reaction system. Though we lack con- 
clusive evidence, we are led to assume that the sulfhydryl group 


(—SH) and the endiol group uses play no essential role 
OH OH 


in yeast-saccharase. 
EXPERIMENTAL. 
1. Preparation of the enzyme. 

The enzyme used in this experiment was prepared according 
to the method described by R. Willstatter (1929), that is, the 
yeast was washed thoroughly with distilled water, a small amount 
of toluol added and then submitted to autolysation at 30°C for 
three hours. The autolysate was diluted with distilled water and 
filtered through a thin layer of frankonit in a Buchner funnel, 
and to the filtrate was added an equal volume of absolute alcohol 
at —20°C. The precipitate obtained was dissolved in distilled 
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water and the undissolved portion was filtered off. This raw 
enzyme preparation was purified further by being adsorbed with 
alumina © in N/5000 acetic acid and eluted by 0.5% diammonium- 
phosphate. Finally this eluate was submitted to dialysis against 
distilled water until it became free from phosphates. The enzyme 
preparate, thus obtained, showed great activity and when kept in 
an ice chest retained its strength undiminished for a considerable 
length of time. 


2. Measurements of the hydrolytic action of saccharase and 

the redox potential of the reaction system. 

“The splitting reaction was carried out in the following system: 
20.0 ecc..of 10% saecharose solution, 2.0 ce. of phosphate buffer 
solution of pH 5.5, 2.00 ce. of enzyme solution and 1.0 ee. of oxidiz- 
ing or reducing agents of various concentrations as shown in Table 
I. The reaction temperature was 20°C and the reaction time was 
60 minutes. At the end of the reaction time, to the reaction mix- 
ture was added 5.0 ec. of 10% NaOH to stop the enzymie action. 
The hydrolytic degree of saccharose by the enzyme was measured 
by polarisation, using a 20 em polarisation tube and natrium lamp. 
Control tests were carried out by adding 1.0 ce. of distilled water 
instead of 1.0 ce. of oxidizing or reducing agents. 

The potential of the reaction system was measured as follows: 
As the electrode metal, a platinum plate (1X1em) was used, and 
the connection with saturated calomel cells as a half element was 
made with the KCl-agar bridge. The E.M.F. was measured by 
the unipivot potentiometer of the Cambridge Instrument Company. 
The whole apparatus was immersed in a water bath kept at 20°C. 
Purified nitrogen gas was bubbled through at a constant rate, for 
the purpose of stirring. The potential was recalculated into E® 
by adding 248.8 mv which is the potential of the saturated calomel 
cell against a normal hydrogen electrode at this temperature. 


RESULTS. 


1. Effect of reduction and oxidation on the 
saccharase action.. 
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As oxidizing agents hydrogen peroxide and iodine were used; 
and as reducing agents, natrium hydrosulphite and hydrogen 
sulphide, of various concentrations as shown in Table I. The 
results obtained are summarised in Table I. As will be seen in 
this table, the saccharase action is slightly retarded by oxidation 
and augmented by reduction, but the degree of augmentation and 
retardation was not proportional to the marked change of the 
redox-potential after the addition of reducing or oxidizing agents 
in the reaction system. 


TABLE I. 
Effect of H2Os, Jo, NasS.O, and H2S on the yeast-saccharase action. 


Concentration of Polarisation Redox potential Degree of 
oxidizing agents Degree in Eh hydrolysis in % 
Control +7.58 
Concentration of H2O2 
0 + 1.87 + 497.8 BYGPAL 
M ' 4 taf 
7000 +1.87 +500.8 57.21 
as +1.90 +512.8 56.91 
500 
M 
2 56.61 
100 +1.93 + 526.8 
i +2.01 + 573.8 55.81 
a + 2.09 + 686.8 55.01 
Concentration of Jz 
0 +1.87 +497.8 57.21 
N Pe 
+ : 57.01 
1000 ss 1.89 518.8 
N iS 
Sa +551. 6.31 
500 + 1°96 551.8 5 
Ne + 2.20 + 618.8 53.90 
100 
N 
+3607 ay UII: 38.17 
50 
N 
0 + 4,33 + 921.8 32.56 
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Concentration of NazS20xu 


0 187 + 497.8 57.21 
M 9 
: +476.8 5V.21 
1000 +1.87 
ee +1.86 + 419.8 57.31 
500 
M 29 
27.8 58.01 
100 + 1.79 +327 
x + 1.64 +177.8 59.51 
50 
M 
— 302. 60.82 
10 sure beat 302.8 


Saturated H2S solution 
added in ce. 


0 +1.87 + 497.8 57.21 
0.01 cd lfsit + 480.8 57.21 
0.05 +1.85 + 218.8 57.41 
0.1 +1.68 + 99.8 59.11 
0.5 +1.55 == VICES) 60.42 
1.0 + 1.41 —116.8 61.82 


% 


Effect of reduction on yeast-saccharase inhibited 
by various amines. 


Myrback (1926) reported that saccharase action is inhibited 
by aldehyde reagents, especially amines which product Schiff’s 
base (RCH=N-CH2R) with aldehydes, and that the inhibition is 
removed by the addition of aldehydes or ketones. 

We have investigated whether or not the action of yeast-sac- 
charase which had been inhibited to a maximum degree of various 
amines (as shown in Table IL) is augmented by reduction. In 
this case 3.0 cc. of enzyme solution was mixed with an equal volume 
of M/50 amines and allowed to stand 10 minutes. From the mix- 
ture 2.0 cc. was pipetted out and the enzyme action measured, 
adding 1.0 ce. of saturated HS solution as a reducing agent, by 
the same method as described in the foregoing experiment. Control 
tests were carried out by adding 1.0 ce. of distilled water instead 
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of 1.0 ce. of saturated HS solution. 


The results obtained are summarized in Table IT. 
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As shown 


in this table, yeast-saccharase inhibited to a maximum degree by 
amines was not entirely activated by reduction. 


TARE LI. 


Effect of HeS on yeast-saccharase inhibited by amines. 


Degree of 
hydrolysis 
in % 


4.9 


62.39 
62.46 
62.46 
62.39 
62.39 


Polarisation 
Polarisation degree in 
Se eters ert eee os ale 
inhibition in % after 
by amine inhibition 
by amine 
Control + 12.10 +12.10 
H2O + 2.38 61.01 ar PARIS) 
Methylamin CH2N H» srl isi +11.93 
Anilin CcoHsN He +11.50 3.8 +11.48 
o-Toluidin CHsCsHiNH» + 12.08 0.1 +12.08 
p-Toluidin CH:CcHiNH> 32 4.9 sdbil saul 
p-Phenylendiamin| CeH:i(NH2)> +11.36 4.6 +11.36 
Hydroxylamin NH:.0H + 2.39 60.95 + 2.16 
Semicarbazid NH:CONHNH,| + 2.35 61.20 + 2.15 
Phenylhydrazin |CsH;NHNH> + 2.36 61.14 + 2.15 
Dimethylanilin CoHsN (CH3) 2 =F 2:39 60.95 + 2.16 
Diphenylamin (CoH) 2NH + 2.3 61.14 + 2.16 
SUMMARY. 


The effect of reduction and oxidation on yeast-saccharase 
action has been studied; the results are summarised as follows: 

1. Yeast-saccharase action is slightly augmented by reduction 
and retarded by oxidation, but the degree of augmentation and 
retardation is not proportional to the marked change of the redox 
potential, after the addition of reducing or oxidizing agents to the 
reaction system. 

2. Yeast-saccharase inhibited by amines was not entirely 
activated by reduction. 
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The authors are greatly indebted to Prof. K. Kodama for 
his kind eriticisms and suggestions throughout this research. 
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The present paper describes the experiments carried out in 
order to determine the effect of reduction and oxidation upon the 
splitting action of serum-lipase and milk-esterase, and in addition, 
to determine the effect of reduction on the inhibited serum lipase 
by atoxyl or quinine. The results obtained were the same as in 
the case of ricinus-lipase, pancreas-lipase and liver-esterase which 
have been reported on in this series by Itoh, Nakamura and 
Kayashima. That is, the splitting action of serum-lipase as well 
as milk-esterase is augmented by reduction and retarded by oxida- 
tion, and the serum-lipase inhibited by atoxyl or quinine is activated 


shghtly by reduction. 


EXPERIMENTAL. 


The serum-lipase was prepared from serum obtained from the 
venous blood of a healthy man and it was diluted with an equal 
volume of distilled water. Fresh human milk was used as a milk- 
esterase preparation. The free acids liberated from tributyrin by 
the splitting action of the enzyme were measured by titrating with 
N/20 KOH aleoholic solution as described below. This method 
for determining lipase action was devised by us, and the details 
will soon be published. 

The reaction mixture of 0.5 ee. of tributyrin, 1.0 ec. of enzyme 
preparation, 2.0 ce. of M/15 phosphate buffer solution of pH 7.0 
(milk-esterase) or pH 7.7 (serum-lipase), 3.0 cc. of 0.5% gelatin 
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solution and 1.0 cc. of reducing or oxidizing agents of various con- 
centrations (as shown in the following tables) were pipetted into 
a 50ce. conic flask (A). For a control test, the same mixture 
except for the tributyrin was pipetted into another 50 ce. conic 
flask (B). Flasks A and B were stoppered, shaken 3 minutes 
vigorously and incubated in a thermostat kept at 37°C for 6 hours. 
At the end of this reaction time, to flask B was added 0.5 ce. of 
tributyrin, and to each flask 25.0 ee. of absolute alcohol were added. 
They were again stoppered, shaken two minutes vigorously and 
filtered. From this clear filtrate 20.0 ce. was pipetted out and 
titrated with N/20 KOH alcoholic solution, using phenolphthalein 
as an indicator. 

The difference of titration ec. of N/20 KOH alcoholic solution 
between A and B corresponds to the quantities of the free acids 
liberated from tributyrin by the splitting action of the enzyme. 

Control tests were carried out adding 1.0 ce. of distilled water 
instead of 1.0 ce. of reducing or oxidizing agents. 


RESULTS. 


I. Effect of oxidation on the splitting action 
of serum-lipase. 


The effect of oxidation by iodine, hydrogen peroxide and the 
aeration of purified oxygen gas on the splitting action has been 
studied. 

In the oxygenation the enzyme solution was aerated by purified 
oxygen gas after the addition of a few drops of diluted copper 
sulphate solution as an oxidizing catalyzator. In the case of testing 
the effect of hydrogen peroxide on the serum-lipase, the hydrogen 
peroxide cannot act as an oxidizing agent without removing the 
catalase and peroxidase in serum previously. To inhibit the cata- 
lase and peroxidase completely, to the serum was added an equal 
volume of N/10 KCNS solution, which has no effect on serum- 
lipase. 

The results are summarized in Table I and Table II. As will 
be seen in these tables, the splitting action of serum-lipase is in- 
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hibited proportionally with the oxidation of oxygen, iodine and 
hydrogen peroxide. 


TABLE I, 


Effect of oxygenation and iodine on the splitting action of serum-lipase. 


Oxygenation N /20 KOH Concentration of N /20 KOH 
time in minutes titration ee. Je2in normal titration ce. 

0 1.38 0 1.38 

15 Vo 1/10000 1.36 

30 1.84 1/5000 | Heat 

45 1.30 1/1000 1.26 

60 1.20 1/500 1.20 

1/100 1.14 

TABLE IT. 


Effect of HeQs on the splitting action of serum-lipase. 


Addition of Concentration of N /20 KOH 
N/10 IKCNS solution H2Os2 in mol. titration ce. 

- 0 0.95 

th 0 | 0.93 

ts 1/500 0.91 

+ 1/100 0.72 

i 1/50 0.69 

a 1/20 0.22 

ae 1/10 0.20 


IT. Effect of reduction on the splitting action 
of serum-lipase. 

The effect of reduction by J-ascorbie acid, KCN, pyro-catequine 
and hydroquinone of various concentrations as shown in Table III 
and Table IV has been studied. The J-ascorbic acid used in this 
experiment was cantan forte “Bayer”, which contained 0.1 gm. 
ascorbic acid in 1.0 ce. 

As will be seen in Table III and Table IV, the splitting action 
of serum-lipase is augmented proportionally with the degree of 
reduction. 
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TasLeE III. 


Effect of aecrhie acid and KCN on the splitting action of serum-lipase. 


N /20 KOH 
Concentration of reductants el ae ao 
0 2.07 
1.0 2.07 
l-Ascorbic acid 5,0 2.08 
added in mg. 
: 10.0 10 
50.0 2.20 
0 2.07 
1/1000 244. 
KCN solution S 
added in mol. 1/100 2.16 
1/50 2.47 
1/10 3.06 
TABLE LY. 


Effect of pyrocatequine and hydroquinone on the splitting action 
of serum-lipase. 


N /20 KOH 


Concentration of reductants ‘ : 
titration ce. 


0 1.43 

Pyrocatequine 1/50 1.48 
solution added 1/100 1.53 
in mol. 1/500 Be 
1/1000 1.66 

0 1.43 

Hydroquinone 1/50 1.43 
solution added 1/100 1.53 
in mol. 1/500 Age 
1/1000 166 

. 0 1.48 
Hydroquinone 1/500 1,46 
solution added 1/1000 1.55 
in mol, . 1/3000 i, 
1/10000 1.65 
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Il. Effect of reduction on the lipolytic action of serum- 
lipase inhibited by atoxyl and quinine. 


It is a well-known fact that atoxyl and quinine inhibit the 
splitting action of serum-lipase. The inhibiting test upon serum- 
lipase was done after the method of Rona (1920). That is, 1.0 ce. 

of serum diluted with an equal volume of distilled water, 2.0 ce. 
of M/15 phosphate buffer solution of pH 7.7, 2.0 ce. of 0.5% gelatin 
solution and 1.0 cc. of Atoxyl or quinine hydrochloride solution, 
were pipetted into a conic flask and well mixed. In view of Rona’s 
advice, this mixture was allowed to stand for forty minutes to 
allow the inhibition to reach its maximum degree. Then 1.0 ee. 
of KCN solution and 0.5 ce. of tributyrin were added. The other 
experimental conditions and the measurements of free acids 
liberated from tributyrin were the same as described in the fore- 
going experiments. As shown in Table IV and Table V the in- 
hibited serum-lipase is also activated slightly by the reduction of 
KCN. 


TABLE V. 


Effect of reduction on the inhibited serum-lipase by atoxyl. 


Addition of Addition of * N/10 KOH 
Atoxylin mg. KCN in mg. titration ce. 

0 0 1.38 

1.0 0 0.29 

1.0 0.5 0.29 

1.0 ee 0.33 

1.0 5.0 0.69 

1.0 10.0 1.10 

0 0 1.38 

2.5 0 0.02 

2.5 0.5 0.02 

2.5 1.0 0.07 

2.5 5.0 0.24 

2.5 10.0 0.60 
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TasLe VI. 


Effect of reduction on the inhibited serum-lipase by quinine. 


_ Addition of | iNdditiontonk N/10 KOH = 
quinine hydrochloride KCN in mg. titration ce. 
in mg. 

0 1.43 
05 0 | 0.73 
0.5 0.5 0.76 
0.5 1.0 0.76 
0.5 5.0 0.80 
0.5 10.0 1.09 


IV. Effect of reduction and oxidation on the lipolytic 
action of milk-esterase. 


The effect of hydrogen peroxide and of kalium cyanide of 
various concentrations (as shown in Table VI) on the splitting 
action of milk-esterase has been studied. The results are sum- 
marized in Table VI. As shown in this table the splitting action 
of milk-esterase is augmented proportionally with the increasing 
degree of reduction and retarded proportionally with the increasing 
degree of oxidation. 


TaBLe VII. 
Effect of H2Oz and KCN on the splitting action of milk-esterase. 


Concentration Degree of Concentration Degree of 

of H202 hydrolysis in % of KCN hydrolysis in % 
0 30.2 0 28.5 

N/100 | 28.6 N/100 28.5 

N/50 122.7 N/50 S22 

N/10 16.2 N/20 37.2 

N/d 14.1 N/10 43.8 

1N 8.2 


V. Existence and substrate of milk-esterase. 


The existence of lipolytic esterase in human, cow and goat milk, 
and the degree of splitting of substrates such as olive oil, tributyrin 
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and methylbutyrate have been studied. As shown in Table VII, 
milk-esterase is present only in human milk and absent in cow and 
goat milk, and the milk-esterase splits methylbutyrate to a higher 
degree than tributyrin. Moreover, milk-esterase cannot split olive 
oil at all. From this fact we are led to assume that miik-esterase 
is the one which splits the simplest ester. 


TaBLE VIII. 


Existence and substrate of milk-esterase. 


Degree of hydrolysis in % 
Milk 
_ Olive oil Tributyrin Methyl butyrate 
Human 0 31.6 52.6 
Cow 0 0 0 
Goat 0 0 0 
SUMMARY. 


1. The splitting action of serum-lipase as well as milk-esterase 
is augmented by reduction and retarded by oxidation. 

2. Serum-lipase inhibited by atoxyl or quinine is also activat- 
ed slightly by reduction. 

3. Milk-esterase is present only in human milk, and absent 
in cow and goat milk. 

4. Milk-esterase splits the simplest ester. 

The authors are greatly indebted to Prof. K. Kodama for 
his kind criticisms and suggestions throughout this research. 


REFERENCES 


Bernhard Zorn (1938): Fermentforschung, 15, 397. 

Itoh, R. (1936): J. of Biochemistry, 23, 299. 

Itoh, BR. (1937): J. of Biochemistry, 25, 167. 

Itoh, R. and Nakamura, T. (1937): J. of Biochemistry, 26, 187. 
Kayashima, 8. (1938): J. of Biochemistry, 28, 175. 

Rona, P. and Bach, BE. (1920): Bioch. Z., 111, 166. 

Rona, P. and Reinicke, D. (1921): Bioch. Z., 118, 213. 

Willstitter, R. u. Memmen, Fr. (1923): Z. f. physiolog. Chem., 129, 1. 


et 


The Journal of Biochemistry, Vol. 30, No. 2. 


STUDIES ON LIPASE. 


Vil. An alkali-titrating method for the determination of 
tissue esterase action and the results 
obtained by this method. 


By 


RYOJI ITOH anp SINKICHI KAYASHIMA. 


(From the Institute of Medical Chemistry, Kyusyu Imperial University, 
Hukuoka. Director: Prof. K. Kodama.) 


(Received for publication, June 15, 1939) 


The stalagmometric method for the determination of liberated 
free acids from tributyrin by tissue esterase splitting has been re- 
ported by Rona and Michaelis(1911). But this method is.some- 
what complicated, therefore the authors devised a simple alkali- 
titrating method which can applied to the study of tissue esterase. 
The details of this method and the esterase action of various tissues 
measured by this method are reported in this paper. 


EXPERIMENTAL. 


2em. of tissue were minced thoroughly in a mortar adding 
a small amount of purified sea sand and 8 ce. of distilled water, 
and it was then filtered through muslin. One portion of the filtrate 
was used as an enzyme preparation. 

The hydrolytic reaction was carried out in a conic flask of 
50 ce. volume. 0.5 ce. of tributyrin (olive oil or methylbutyrate), 
2.0 ce. of enzyme preparation, 2.0 ec. of phosphate buffer solution 
of pH 7.0, and 3.0 ce. of 0.5% gelatin solution (which was added 
for the purpose of fat emulsification) were pipetted into this flask 
which was stoppered, shaken vigorously for three minutes and 
placed in a thermostat kept at 37°C for five hours. At the end 
of this reaction time, exactly 25.0 ce. of ethylaleohol were added to 
this flask, which was again stoppered, shaken two minutes vigor- 
ously and filtered. From this clear filtrate 20.0 cc. was pipetted 
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out and titrated with N/20 KOH alcoholic solution, using phenol- 
phthalein as an indicator. 

In the control tests 0.5,.ce. of tributyrin were added to the 
reaction system at the end of the reaction time but all other experi- 
mental procedures were the same as described above. 


RESULTS. 


The lipolytic action of esterases in various tissues has been 
studied. The results are summarized in Tables I, I, IJ, IV, V 
and VI. As shown in Table J, the lipolytic action of esterases in 
tissues depends upon the natural content of reducing substances, 


TABLE I. 


The splitting action of tribytyrin by esterases in various tissues. 


Organ Animal Degree of hydrolysis in % 
Liver rabbit 31.8 
Spleen ” 29.1 
Suprarenal cortex ” 26.4 
Kidney ” 24.9 
Lung 2 17.4 
Testicle ” é ales 
Brain ” 9.3 
Uterus ” 8.4 
Heart muscle 2 7.5 
Thigh muscle ” Ze 
Stomach (all layers) ” 47.0 
Mucous layer of stomach ” 94.1 
Muscular layer of the stomach ” 37.9 
Duodenum ” 12.9 
Smail intestine ” 13.6 
Colon ; ” 22.4 
Stomach (all layers) human : 78.8 
Mueous layer of the stomach ” 94.0 
Placenta ” 3.3 
Amniotic membrane ” Byes 
Umbilical cord ” 0.9 
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such as glutathione or ascorbic acid, in the tissues. The lipolytic 
action of gastric lipase in hogs and oxen is not so strong as that of 
pancreas-lipase or liver-esterase, as described by R. Willstitter; 
but it has been found that the lipolytic action of gastric lipase in 
rabbits and humans is very strong, and exists mainly in the mucous 
membrane of the stomach (Tables I, I, III). The blood-lipase in 


TABLE II. 
The action of liver-, pancreas-, stomach- and kidney-esterase 
in various animals. 


Degree of hydrolysis in % 
Animal Organ 

inte ae fe me Methyl- 
Olive oil Tributyrin butyrate 

Liver WA} 55.0 46.9 

Hog Pancreas 24.8 tel 47.5 

Stomach 0.3 eth 5.6 

Liver 1.0 28.5 23.8 

Ox Pancreas 26.1 48.9 30.0 

Stomach Beln0) 3.6 0.3 

Liver 1.0 PAPAL 23.4 

Rabbit Kidney 2.0 25.5 14.3 

Stomach 19 94.1 48.6 

Liver 0.5 27.3 21.9 

Hen Kidney 1.0 25.7 18.6 

Stomach 0.6 9.2 3.5 

TasuE III. 


The action of esterase in the human stomach. 


No. Portion Degree of hydrolysis in % (Tributyrin) 
af all layers 78.78 
Il ” 66.69 
Tit ” 49.14 
IV ” 79,56 
V mucous layers 93.99 
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TABLE IV. 


The action of esterase in whole blood, in serum and in erythrocyte 
in oxen and rabbits. 


Degree of hydrolysis in % 


Olive oil Tributyrin Methylbutyrate 
Ox Rabbit Ox Rabbit Ox Rabbit 
Whole blood 0.7 4.4 10.2 3.0 5.9 
Serum 1.4 See 17.6 1-2 10.1 
Erythrocyte 0.3 7.0 5.9 Oo 4.3 
TABLE V. 


The action of esterase in each portion of ox brain. 


Degree of hydrolysis in % 
Portion 
Tributyrin Methylbutyrate 
Grey matter of cerebrum 11.9 7.8 
Medullary portion of cerebrum 10.7 7.5 
Cerebellum 1250 8.4 
Medulla oblongata 10.1 6.8 
Spinal cord 9a 6.6 
TABLE VI. 


Comparison of the tributyrin splitting action of blood-lipase in the 


blood of healthy and cancerous patients. 


Healthy 
No. N/20 KOH 
titration cee. 


Caneerous 


N /20 KOH 
titration ec. 


2.91 
3.01 
2.85 
Sel 

5 2.81 
Average 3.06 


m wo do He 


” 


carcinoma ventriculi 


carcinoma recti 
carcinoma pulmonum 


2.08 
2.06 
2.53 
2.19 
2.91 
2.45 
2.56 
2.14 
2.11 
2.59 
2.04 
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oxen exists in erythrocyte, and in rabbits, it exists mainly in serum 
(Table IV). Brain-lipase in the same in activity in each portion 
of the brain (Table V). Blood-lipase from patients suffering from 
progressive cancer was reduced in activity more than the blood- 
esterase of healthy humans. (Table VI). 


Z SUMMARY. 


1. A simple alkali-titrating method for the determination of 
tissue esterase action, which can applied to the study of tissue 
esterase, has been described. 

2. The lipolytic action of esterase measured by this method 
in various tissues has been described. The lipolytic action of 
esterase in the tissues depends upon the natural content of 
reducing substances, such as glutathione or ascorbic acid, in the 
tissues. 

3. The lipolytic action of gastric lipase in hogs and oxen is 
not so strong as that of pancreas-lipase or liver-esterase, but it has 
been found that the lpolytic action of gastrie lipase in rabbits 
and humans is very strong and that it exists in the mucous 
membranes of the stomach. 

4. The blood-lipase in oxen exists mainly in erythrocyte; and 
in rabbits it exists mainly in serum. 

5. Brain-lipase is the same in activity in each portion of the 
brain. 

6. Blood-lipase from the blood of patients suffering from 
progressive cancer was reduced more in activity than the blood- 
esterase of healthy humans. 

The authors are greatly indebted to Prof. K. Kodama for 
his kind criticisms and suggestions throughout this research. 
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UBER -u.-j-3-KETO-7-OX YCHOLANSAURE. 
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(Aus dem Biochemischen Institut Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 14. Juni, 1939) 


Durch Untersuchungen von Iwasaki (1936) ist bekannt 
geworden, dass die Ursodesoxycholsiure aus Birengalle’ eine 
epimere Form der HO-Gruppe in der Stellung an C; von Chenodes- 
oxyeholsaure ist und dass daher die beiden Séuren bei der Oxyda- 
tion mit Chromsiure ganz gleiche 3.7-Diketocholansdure liefern, 
die fiir die Identifizierung der Chenodesoxycholsiure benutzt wird. 
Somit ist es nicht ohne Bedeutung einige krystallisierbare Derivate 
der Chenodesoxycholséure sowie der Ursodesoxycholsiure herzu- 
stellen, um die beiden Saéuren genau von einander unterscheiden 
zu konnen. 

Nur die Diformylchenodesoxycholsiure wurde bereits von 
Wieland (1924) angegeben. Der Formylester nach Wieland 
schmilzt bei 172°, der unsrige dagegen bei 184°. Der Acetylester 
ist bei Wieland nicht angegeben, unserer schmilzt bei 230°. Diese 
beiden Ester der Ursodesoxycholsiure wurden auch von Kaziro 
(1929, 1931) und Iwasaki (1936) bereitet und es wurde fest- 
eestellt, dass sie von denen der Chenodesoxycholsaure ganz ver- 
schieden sind. 

Nach Wieland u. Kapitel (1932) sollen die Acetylgruppen 
des Triacetylesters der Cholsiure in folgender absteigenden Reihe: 
an Cs, C7; u. Cy leichter hydrolytisch abgespalten werden. 

Gemiiss dieser Regel wurden durch partielle Hydrolyse aus 
Diformylcheno- u. Diformylursodesoxycholsdure zwei verschiedene 
Oxyformylcholansiuren a- und /-3-oxy-7-formylcholansauren ge- 
wonnen, aus denen durch hintereinander folgende Oxydation und 
Hydrolyse a- und /-3-Keto-7-oxy-cholansiure (I u. II) erhalten 


. 
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wurde, deren OH-Gruppen an ©; miteinander sterisch verschieden 
stehen, wie Iwasaki (1936) gezeigt hat. 

Die aus Essigester in breiten kurzen Nadeln krystallisierte 
a-3-Keto-7-oxycholansaure schmilzt bei 96° und die aus verdtinntem 
Alkohol in Blattehen krystallisierte -3-Keto-7-oxycholansaure 
schmilzt bei 117°. 


CHs CH: 
CHel i ae ? CHs__dy-cy.-cH-C 
JN | JX OH-CH CH. COOH /NV-X CH-CH.-CH,-COOH 
f ae Fae eras 
e Ne I II 
ae lees =8 | 4_on 
ae yee oe Ce NUS 


In der Natur kommen verschiedene Oxyketogallensauren vor ; 
namlich 38-Oxy-12-ketocholanséure in der Galle von Ochsen 
(Wieland u. Kishi 1933), 3-Oxy-6-ketocholansaure in der von 
Schweinen (Fernholz 1935 u. Sugiyama 1937) u. 3-Oxy-T- 
ketocholansaéure in der von Meerschweinchen (Imai 1937). Diese 
Oxy-ketogallensiuren werden wohl als Ubergangsstufen zwischen 
Cholsaure (IsocholsAure nach Ohta 1939) und anderen ver- 
schiedenen Gallenséiuren betrachtet. 

Wenn die Chenodesoxycholséure im Organismus tiber 3-Oxy- 
7-ketocholansaure in  Ursodesoxycholsiure verwandelt werden 
konnte oder umgekehrt, wie Imai (1937) u. Kim (1939) behauptet 
haben, so konnte man sich wohl vorstellen, dass im Organismus 
a- u. 6-3-Keto-7-oxycholansiure (I u. II) unter Reduktion in je 
zwei epimere Formen verwandelt werden muss, was unter Vor- 
behalt weiter zu untersuchen ist, da die 3.12-Diketocholansaure 
im Krotenorganismus in a- u. $-3-Oxy-12-ketocholansaure (Kyo- 
goku 1937) reduziert werden konnte. 

Wenn dieser Vorgang im Organismus stattfindet, so kénnten 
ausser Cheno- u. Ursodesoxycholsiure {-3-a-7-Dioxycholansiure 
und -3.7-Dioxycholansiure ((-Chenodesoxycholsiure) gebildet 
werden, deren zwei OH-Gruppen in Cis-Stellung zueinander stehen 
und gegenitber der Chenodesoxycholsiure als $-Konfiguration 
bezeichnet werden. 
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 
1. Chenodesoxycholsiure. 


Diacetylchenodcsoxycholsiure. 

2 ¢ Chenodesoxycholsiure wurden in 2 ¢em Pyridin und 2 cem 
Kssigsdureanhydrid gelost und in Zimmertemperatur einen Tag 
-stehen gelassen. Das Reaktionsgemisch wurde in viel Eiswasser 
eingegossen, mit einem Glasstab gut umgeriihrt, abgesaugt und der 
Riickstand mit erneutem Hiswasser einige Male gewaschen. Dieser 
Riickstand wurde nach dem Troeknen auf der Tonplatte aus 
KEssigester wiederholt und dann aus verdiinntem Alkohol umkrys- 
tallisiert. Baumiasteartiger Krystall vom Schmelzpunkt 230°. 
Ausbeute 50%. Liebermannsche Reaktion: rosarot-violettrot- 
schmutzigbraun. 

4,998mg Subst.: 12,873 mg COs, 4,455 mg H.O. 
CogH 4106 Ber. ‘© 70:53 EH 9,31 
Gaeta 7 OL on 2 OST. 

Methylester. 

Diacetylchenodesoxycholsiure wurde in iiblicher Weise mit 
Diazomethan verestert. Der aus Methanol umkrystallisierte Ester 
schmilzt bei 128°. 


Diformylchenodesoxycholsdure. 

3,72 Chenodesoxycholsiure wurde in 3,5cem_ absoluter 
Ameisensdiure auf dem siedenen Wasserbade 3 Stunden erhitzt. 
Nach dem Erkalten wurde das Reaktionsgemisch im Vakuumexsic- 
cator von tiberschiissiger Ameisensaure befreit, wobei es zu einem 
Krystallbrei erstarrte. Der Krystallbrei wurde in emer klemen 
Menge von Ather digeriert und abgesaugt. Der Riickstand wurde 
nach dem Trocknen aus Essigester mehrmals umkrystallisiert. 
Nadeln vom Schmelzpunkt 184°. — Ausbeute 70%. ; 

5,195 mg Subst.: 13,160 mg COs, 4,050 mg H,0. 

CogH 1.06 Ber. C 69,59 H 8,99 
Gef. » 69,09 » 8,72. 
Methylester. 
Diformylehenodesoxyeholsiure wurde in tiblicher Weise mit 
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Diazomethan verestert. Der aus Methanol in Nadeln krystallisierte 
Ester sehmilzt unscharf bei 56—86° 
4,115, 4,245 mg Subst.: 10,610, 10,910 mg CO,, 3,365, 3,450mg H.O. 
GeO: Ber. 70,08 H 9,15 
Gefi 3 \703825. 70309 45 19,155 909: 
3-Oxy-7-formyl-cholunsaure. 

2¢ Diformylchenodesoxycholsiure wurde in etwaigem Uber- 
schuss einer n/2 NaOH-losung, 20 cem gelést und 4 Stunden lang 
in Zimmertemperatur stehen gelassen. Die Lésung wurde mit 
verdiinnter Salzsiure ausgefallt und abgesaugt. 

Die Fallunge wurde nach dem Trocknen aus Kssigester um- 
krystallisiert. Nadeln vom Schmelzpunkt 147-149°. <Ausbeute 
10%. | 

3,705 mg Subst.: 9,610 mg CO,, 3,180 mg H,O. 
CREAO; Ber. © 71,37 H 9,59 
Get. » 70,74 » 9,60. 

3-Keto-7-formylcholansadure. * 

1 ¢ 3-Oxy-7-formyleholanséure wurde in 10 ccm: Eisessig gelost, 
mit 2¢em einer 10% igen Hisessigchromsaurelosung tropfenweise 
versetzt und 5 Stunden lang stehen gelassen. Durch Zusatz von 
Wasser und Reiben mit Glasstab wurden aus der Lésung Krystalle 
von glanzenden Schuppen abgeschieden. Diese Krystalle wurden 
aus Hisessig umkrystallisiert. Schmelzpunkt 188-189°. Ausbeute 
60%. 

4,320, 3,650 mg Subst.: 11,335, 9,565 ing CO,, 3,510, 2,925 mg H.O. 

CxO, Ber. © 71.71 H 9,15 
. Gef. » 71,56, 71,47 » 9,09, 8,97. 
3-Keto-7-oxycholansaure. 

0,5¢ 3-Keto-7-formylcholansiure wurde mit einer 5%igen 
alkoholischen Kalilauge 2 Sturiden lang verseift. Die Lésung 
wurde nach dem Abdampfen des Alkohols unter Ansiuerung mit 
verdiinnter Salzsiure ausgeithert. Der Atherauszug wurde nach 
dreimaligem Waschen mit Wasser von Ather befreit, der dlige, 
harzige Riickstand in Essigither digeriert und aus demselben mehr- 
mals umkrystallisiert. Breite kurze Nadeln vom Schmelzpunkt 


s 
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96°. Ausbeute 40%. 


3,540 mg Subst.: 9,130 mg COs, 3,100mg H.O. 
Corts. OHO) Ber. C 70,53 EH 9,88 
Gef. » 70,84  » 9,80. 


2. Ursodesoxycholsaure. 
3-Oxy-7-formyl-cholansiure. 

5g Diformylursodesoxycholsiure vom Schmelzpunkt 170°, die 
nach Iwasaki (1936) hergestellt wurde, wurde in 50cem 7/2 
NaOH -losung gelost und 5 Stunden lang stehen gelassen. Die 
Losung wurde mit verdiinnter Salzsiure ausgefallt und die Fallung 
nach dem Trocknen erst aus Kssigester, dann aus Essigester-Petrol- 
ather umkrystallisiert. Glinzende breite Nadeln vom Schmelz- 
punkt 135°. Ausbeute 60%. 

3,630, 3,400 mg Subst.: 9,480, 8,890 mg COs, 3,075, 2,950 mg H.O. 
CosH ios Ber. © 7J,87 HL 9,59 
Gef. » 71,23, 71,31 » 9,48, 9,71. 
3-Keto-7-formylcholansiure. 

2¢@ 3-Oxy-7-formylcholansiure wurde in Hisessig geldst, mit 
einer 10% igen Hisessigchromsaurelosung tropfenweise versetzt und 
3 Stunden lang in Zimmertemperatur stehen gelassen. Das durch 
Zusatz von Wasser ausgefillte Ol wurde in Ather aufgenommen. 
Der Atherauszug wurde nach dem Waschen mit Wasser von Ather 
befreit. Der dabei erhaltene 6lige Riickstand ist wohl sehr schwer 
krystallisierbar, aber es gelingt ihn krystallinisch zu erhalten, wenn 
er in 20%iger Ameisensdurelosung heiss gelést wird, wobei sich 
der 6lige Teil auf dem Boden des Gefiasses absetzt, und der obere 
klare Teil abdekantiert und unter Zusatz von Wasser stehen 
eelassen wird. 

Der 6lige Teil wurde durch Wiederholung dieser Behandlung 
in Krystallform gebracht. Die vereinigten Krystalle wurden aus 
Alkohol-Wasser mehrmals umkrystallisiert. Glanzende  breite 
Blattchen vom Schmelzpunkt 126-129°. Ausbeute 40%. 

3,600, 3,360 mg Subst.: 9,450, 8,850mg COs, 2,870, 2,750 mg HO. 


CrpHs.O¢ Bera Cai lvl HI 9,15 
Get, 2 71,09, (71,83 3) 8592. ONG; 
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3-Keto-7-oxycholansaure. 

0,7 ¢ 3-Keto-7-formyleholansiure wurde in 5%iger Kalilauge 
gelost und in Zimmertemperatur 3 Tage lang stehen gelassen. 
Die Lésung wurde mit verdiinnter Salzsiure ausgefallt und die 
Fallung in verdiinntem Alkohol gelést, wobei sich eine gelblich 
verfarbte dlige Masse auf dem Boden des Gefasses absetzte. 
Nach dem Dekantieren des oberen klaren Teils krystallisierte die 
blige Masse durch Zusatz von Wasser teilweise. Diese Behandlung 
wurde wiederholt, um die é6lige Masse krystallinisch zu erhalten. 
Der auf diese Weise gewonnene Krystall wurde aus Alkohol-Wasser 
mehrmals umkrystallisiert. Glanzende federartig angeordnete 
Blattchen vom Schmelzpunkt 115-117°. Ausbeute 30%. Lieber- 
mann-reaktion : violettrot. 

Spee. Drehung: 58,2mg Subst. in 5cem Alkoho], 1dm, a=+0,11, 

[a] We = +6,45°. 
3,225, 3,470mg Subst.: 8,720, 9,375 mg COs, 2,900, 3,060 mg H.O. 
CosH 3304 Ber, ‘Co #378 H 9,81 
Gef. » 73,74, 73,68, » 10,06, 9,87. 
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und deren biologische Bedeutung wihrend 
des Wachstums.* 
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_ AKIRA AKAO. 


(Chemische Abteilung des Japanischen Kaiserlichen Institutes 
fiir Seidenkultur, Tokyo, Japan.) 


(Hingegangen am 15. Juni 1939) 


KINLEITUNG. 


Schon in der friiheren Mitteiliung (Akao 1932 b) wurde aus- 
fuhrlich erwihnt, dass es nicht an biochemischen Arbeiten tiber 
das Wachstum der Insekten fehlt. Durch jene Veréffentlichungen 
wurde die biochemische Bedeutung des Insektenwachstums_ be- 
sonders hervorgehoben. 

Wegen der vielfachen Beziehungen der Insekten zum mensehh- 
chen Leben behandelte man sie aber grosstenteils vom Standpunkt 
der angewandten Zoologie. Dadureh wurde das _ biochemische 
Geschehen der Insekten, insbesondere des Seidenspinners wahrend 
des ganzen Lebens, nur wenig studiert. 

Weil die Insekten, die als Objekt fiir das Studium des Wacehs- 
tums sehr geeignet sind, in ihrem biologischen Verhalten durch 
den ekologischen Zustand leicht beeinflusst werden kénnen, muss 
in der Insektenbiochemie eine systematische Arbeitsmethode, die 


* err Prof. Dr. Hirosi Nakamura, der Chef der biochemischen 
Abteilung der kaiserlichen Universitit zu Keijo Japan, wo die vorliegende 
Arbeit durehgefiihrt wurde, sei herzlichst gedankt fiir seine freundliche 


Anregung,. 
Obgleich diese Arbeit schon im Juni 1935 fertig gestellt worden ist, wurde 


ihre Veréffentlichung durch eine 2 jahrige Auslandsreise des Verfassers ver- 


zogert. 
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das diussere Medium so gut wie modglich ausschliesst, eimgefuhrt 
werden. Die Schwierigkeiten, das innere Medium der Insekten 
vom dusseren zu unterscheiden, miissen in Kauf genommen werden. 
Derartige Vorschliage machte auch sehon B.P. Uvarov (1928) in 
seinem umfassenden Sammelreferat. 

Mit Hilfe der heutigen chemischen Kenntnisse ist es schwer, 
alle Wachstumskurven im Zusammenhang mit dem stofflichen Auf- 
bau der Organismen zu erfassen. Man kann aber die entsprechende 
Wachstumskurve der einzelnen Stoffe, wie z. B. die C-Wachstums- 
kurve, als solche verstehen, wenn man sie mit der Gewichtskurve 
des gleichen Organismus unter den gleichen Bedingungen zusam- 
men betrachtet. Die Summe der einzelnen Wachstumskurven 
musste dann mit der Gewichtskurve der betreffenden Organismen 
libereinstimmen, wenn man die realen Werte der chemischen 
Zusammensetzung erfasste. 

Aus diesen Uberlegungen will ich jetzt in vorliegender Mittei- 
lung nicht nur die verschiedenen aufbauenden Elemente C, H, Na, 
Kk, Ca, Mg, die in der fritheren Mitteilung nicht behandelt worden 
sind, sondern auch die katalytischen, Elemente Fe, Zn, Mn, Cu* 


Es gibt schon mehrere Untersuchungen tiber die katalytischen Elemente 
der Insekten resp. des. Seidenspinners. 

Fe: Unter verschiedenen katalytischen Elementen ist das FHisen das 
Element, das ausnahmslos in allen Insektenarten gefunden wird. Uber den 
Gehalt dieses Elementes wurde bei folgenden Insektenarten berichtet. 

Diptera: Chironomidae; Hymenoptera: Biene; Coleoptera: Melo- 
lontha; Lepidoptera: Bombyx mori, Deilephila cuphorbiae; Hemiptera: 
Agonoscelis versicolor; Odonata: Zygoptera; Orthoptera: Schistocerca 
paranensis, Schistocerca gregaria, Melanoplus, Acanthacris ruficornis, Oxua 
velox. 

Ausserdem hat Griffiths (1892) in seiner klassischen Arbeit den Hisen- 
gehalt in der Himolymphe von mehreren Arten der Lepidoptera und Coleoptera 
angegeben. Hin spezifisches Pigment, Cytochrom, entdeckte Keilin (1925) 
in verschiedenen Insekten, dieses spielt als ein intrazellulirer Respirations- 
katalysator eine wichtige Rolle. 

Zn: Uher den Zinkgehalt der Insekten wurde bis jetzt nur von wenigen 
Autoren Aronssohn (1911), Délézenne (1919), Akao (1935) Dberichtet 
und nur bei folgenden Insektenarten wurde er angegeben. 

Diptera: Musca domestica; Hymenoptera: Biene; Coleoptera: Carabus 
aureus; Lepidoptera: Bombyx mori. 
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mit in den Kreis der Beobachtungen ziehen. Es ist zu erwarten. 
dass durch eine derartige Betrachtungsweise die Wachstumsphino- 
mene der Insekten viel leichter erklart werden. 


EXPERIMENTELLER TEI. 


Reinbliitige Raupen und Hybriden, die aus zu eleicher Zeit 
gelegten Eiern an demselben Tage auskrochen, wurden unter 
eleichen Bedingungen geztichtet.! 

Zur Untersuchung von Trockensubstanz, resp. Wassergehalt 
sowie Kohlenstoff- und Wasserstoffgehalt wurden dieselben 
Gruppen (am 1/1 X 1931 ausgekrochene Hybriden, japanische Rasse 
107 X (chinesische Rasse 101 Xchinesische Rasse 9)), die in mei- 
neren Mitteilung (Akao 1932b) zur Untersuchung von den 
Gewichts-, Stickstoff-, Phosphor-, Purinbasen- und Harnsiure- 


Mit Hilfe der Spektroskopie fand Haber (1926) das Zink sowie auch 
Hisen, Kupfer und Mangan qualitativ in einem Orthoptera, Blattella germanica. 

Mn: Das Mangan wurde in ziemlich vielen Insektenarten, wie folgt, 
untersucht. 

Hymenoptera: Biene, Formicidae ; Coleoptera; Cyrinus natator ; Lepi- 
doptera: Pieris brassicae, Chelonia caja, Chelonia villica, Bombyx mori; 
Hemiptera: Agonoscelis vesicolor; Orthoptera: Locusta viridissima, Mela- 
noplus, Schistocerca gregaria, Oxya velox. 

Cu: Muttkowski (1921) hat das Kupfer in verschiedenen yon ihm 
untersuchten 34 Insektenarten ausnahmslos gefunden und hat seinerzeit eine 
Hypothese aufgestellt, dass das Kupfer den Kern des respivatorischen Blutei- 
weisses der Insekten, Himocyanins, sein mag, obwohl niemand sie seitdem mit 
positivem Beweis unterstiitzen konnte. Ausserdem wurde das Kupfer in fol- 
genden Insektenarten quantitativ bestimmt. 

Diptera: Gastrophilis nasalis, Gastroph. intestinalis, Cynomyia cada- 
verina, Sacrophaga, Musca domestica; Hymenoptera: Biene; Coleoptera: 
Anomala vitis, Triliboltium confusum, Bruchus obtectus; Lepidoptera: 
Ephestia kuehniella, Samia cecropia, Bombyx mori; Hemiptera: Agono- 
scelis versicolor; Orthoptera: Blatta orientalis, Periplaneta americana, 
Melanoplus femur-rubrum, Schistocerca gregaria, Acanthacris ruficornis, 
Oxya velox. 

Die Kenntnisse iiber die physiologiscehn Bedeutungen des einzelnen 
katalytischen Elementes der Insekten sind noch lickenhaft, aber es steht ausser 
Frage, dass die katalytischen Elemente sich in konstanten Verhaltnissen im 
Organismus zeigen, wenn sie mit Hilfe feiner Bestimmungsmethoden unter- 


sucht werden. 
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wachstumskurven gedient hatten, herangezogen. 

Material zur Aschenanalyse lieferten die japanischen rein- 
bliitigen 107, die am 18/V 1932 ausgekrochen sind. Ausserdem 
wurden die Seidenspinnereier,?’ (japanische Rasse 107, bivoltine 
Hier), die am 2/VII 1932 gelegt wurden, am nachsten Tage als 
Material gebraucht. 

Von der 3. Eedysis ab wurden die Larven nach beiden Ge- 
schlechtern getrennt geziichtet. Um die Hinflitisse 4usserer Bedin- 
eungen, wie sie z. B. durch im Verdauungskanal zuriickgeblebene 
Maulbeerblatterstiickchen hervorgerufen werden oder sonstwie 
dureh den Kot erkannt werden, genauer zu prufen, wurden die 
Larven in jeder Wachstumsstufe in folgender Einteilung unter- 
sucht:,1) Larven nach der Hautung (noch nicht gefiittert), 2) 
Larven wahrend energischen Fressens, 3) Larven wahrend des 
Schlafs. Die enthauteten und noch nicht geftitterten Larven sind 
praktisch von Maulbeerblattern frei, sie stehen deshalb dem inneren 
Medium des Organismus nah. 

Alles Untersuchungsmaterial wurde in der Seidenspinnerzucht- 
Station in Keijo, Provinz Keikido, Chosen, mit besonderer Soregfalt 
von den Herren Karasawa und Kiriyama u. A. geziichtet. 

Ks ist mir auch an dieser Stelle eine angenehme Pflicht, Herrn 
Dr. Y. Umeya, dem damaligen Chef jener Station, und den Herren 
Karasawa und Kiriyama aufs herzlichste fiir ihre stete, freund- 
liche Hilfe zu danken. 


Bestimmung des Frischgewichtes und des 
Trockengewichtes. 


1) Zur Bestimmung der katalytischen Elemente wurden die Raupen so 
geziichtet, dass sie nicht mit Metallteilen in Beriihbrung kommen konnten. 
Dadurch sollte von vornherein jede Verunreinigung ausgeschaltet werden. Zu 
diesem Zwecke wurde jede spinnreife Raupe in eine saubere paraffinierte 
Papiertiite gelegt, damit sie hier einen staubfreien Kokon spinnen konnte. 

2) Fir die Gewinnung derartig grosser Mengen Seidenspinnereier in 
staubfreiem Zustand wurde die bewahrte Methode, die ich bei der Unter- 
suchung der Seidenspinnereiner (Akao 1932.a) schon gebraucht hatte, wieder 
angewandt. Die Hier lasst man auf die Oberflache einer voéllig metallfrei 
gemachten breiten, elastischen Gummiplatte, legen und durch einfaches Aus- 
spannen der Gummiplatte lasst man spiter die Hier hinunterfallen. 
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Das gesamte Untersuchungsmaterial wurde zuerst auseeziihlt 
und frisch gewogen und dann fiir den Transport in das Institut 
unter metallfreien, destillierten Alkohol gebracht. Um die Feh- 
lergrenze bei der Bestimmung des Gewichtsverlustes so klein wie 
moglich zu halten, wurden die Hier oder die frisch ausgekrochenen 
Raupen erst nach dem Abtoten in Alkohol ausgezihlt. Das in 
- Alkohol aufbewahrte Material wurde mit einer voéllig vernickelten 
Schere zerschnitten und nach dem Verdampfen des alkoholischen 
Mediums auf dem Trockenschrank bei 95°C bis zum konstanten 
Gewicht getrocknet. Kokons wurden von den Puppen getrennt 
getrocknet und gewogen. 

Der Wassergehalt wurde wie iiblich durch die Differenz aus 
Frischgewicht und Trockengewicht ermittelt. 


Bestimmung des Kohlen- und Wasserstoffs. 


Der Kohlenstoff- und der Wasserstoffgehalt wurden durch 
Verbrennung bestimmt. Die erhaltenen Werte hangen natiirlich 
vom Homogenitatsgrad der zu pritifenden Substanz ab. Da aber 
die mechanisch zerkleinerte Masse fiir die Makroanalyse praktisch 
fein genug ist, ist mit Sicherheit anzunehmen, dass diese Resultate 
die Kohlen- resp. Wasserstoffwerte des Individuums mit best- 
moglicher Genauigkeit wiedergeben."? 


Bestimmung des Aschengehaltes. 


Die getrockenete Masse wurde zuerst mild im Gas-Mouffelofen 
verkohlt, um den Verlust fliichtiger Metalle zu vermeiden. Nach 
dem Abfiltrieren des in stark verdiinnter HCl loslichen Anteils 
wurde der Riickstand auf dem aschenfreien Berzeliusfilter No. 00 
weiter unter Zusatz einiger Tropfen verdiinntern H2SO, vorsichtig 
verascht. Die vollkommen veraschte Masse wurde dann mit dem 
in verdiinnter HCl gelosten Anteil vereinigt und auf dem Wasser- 
bade, das zum Schutz gegen Verunreinigungen mit emem Porzel- 


* Beziiglich des Homogenitiitsgrades und der Teilchengrésse sei auf die 
Arbeiten der Herren Dr. Ryo, Dr. Kuroda, Asano, Ichinosawa, Hiraoka 
und Watanabe (1934) hingewiesen, die sich theoretisch und praktisch mit 
dem biologischen Material befassen. 
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landeckel versehen ist, eingedampft. Die gesamte Asche wurde 
zuletzt als Sulfat gewogen. Alle Reagenzien, Wasser, Sauren und 
Utensilien, die mit dem Versuchsmaterial in Beriihrung kamen, 
wurden kurz vor dem Gebrauch schwermetallfrei gereinigt. Um 
die Fehlergrenze, die nicht homogenes Material verursacht, soweit 
wie moglich herabzusetzen, wurden ziemlich grosse Mengen Material 
auf einmal verascht, und nach dem Auffiillen mit HCl zu einem 
bestimmten Volumen wurde der aliquote Teil weiterverarbeitet. 


Bestimmung des Natriums. 


Natrium wurde als Pyroantimonat gefallt. Die Reduktions- 
kraft der durch die iiberschiissigen H-ionen freigewordenen Anti- 
mon-ionen wurde jodometrisch bestimmt. (B. Kramer und 
I. Gittleman 1924). 


Bestimmung des Kaliums. 


Nach der Angabe von D. J. Perietzeaunu (1926) wurde 
das Kalium in der Asche gravimetrisch als K-perchlorat bestimmt. 


Bestimmung des Calciums und Magnesiums. 


Nach der Vorschrift von M. Ch. O. Guillaumin(1932) wurde 
das Caleium als Ca-Oxalat gefallt und als CaO gravimetrisch 
bestimmt. Das Magnesium wurde aus der vom Ca-ion befreiten 
Losung nach Schmidt (1906) gefallt und Mg als MgoP.07 gravi- 
metrisch bestimmt. 


Bestimmung des Eisens. 


Das Eisen wurde quantitativ als FePO, abzentrifugiert und 
als Berliner-Blau kolorimetrisch bestimmt (L. Maquenne 1921). 


Bestimmung des Zinks. 


Das Zink wurde nach der durch Herrn Dr. A. Koga (1934) 
modifizierten polarographischen Methode bestimmt. Die salzsaure 
Aschenlosung wurde mit schwermetallfrei gereinigtem Ammoniak 
neutralisiert und dann weiter bis zu einem Gehalt von 5% mit 
Ammoniak versetzt. Die dabei entstandene Fallung wurde ab- 
filtriert und wieder in HCl geldst und dann nochmals mit 
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Ammoniak wie oben gefallt. Das zweite Filtrat wurde mit dem 
ersten vereinigt und auf dem Wasserbade eingedampft. Der Riick- 
stand wurde mit n. NaOH in bestimmtem Volumen gelést und 
abzentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit wurde polaro- 
graphisch analysiert. Die Standardlésungen wurden natiirlich 
auch nach der oben angegebenen Vorschrift behandelt. 


, 


Bestimmung des Mangans. 


Nach der Angabe von G. Bertrand(1911) wurde das Mangan 
aus der schwefelsauren Asche in schwach salpetersaurer Lisung 
(schwermetallfreie, frisch gereinigtes HNO3) mit Hilfe von Silber- 
nitrat und Kaliumpersulfatpulver zu Permangansiure oxydiert. 
Das Mangan wurde dann mit den wie oben behandelten Standard- 
losungen kolorimetrisch bestimmt. 


Bestimmung des Kupfers. 


Zur Bestimmung des Kupfers im _ biologischen Material” 
werden ganz verschiedene Methoden angegeben: kolorimetrisch, 
volumetrisch (nach Warburg), elektrolytisch, mikrogravimetrisch, 
polarographisch, spektrographisch, potentiometrisch, photoelek- 
trisch ete. 

Wenn man das biologische Material direkt zur quantitativen 
Bestimmung des Kupfers anwendet, gibt keine der oben ange- 
fiihrten Methoden einwandfreie Resultate. Zur Vorbehandlung 
des biologischen Materials haben sich nun zwei Methoden bewahrt. 
Das Kupfer wird 1) entweder als CuS-Fallung oder 2) mit Hilfe 
der Elektrolyse von anderen Aschenbestandteilen getrennt. 

Die erstgenannte Methode ist manchmal schwierig durch- 
zufiihren, weil die minimale CuS-Fallung sich nicht immer gut 
absetzt (kolloidal). Bei der zweiten Methode (elektrolytischen 
Methode) wird die quantitative Ausscheidung des Kupfers wegen 
der Beimengung von verschiedenen Aschenbestandteilen in gewissen 
Fallen beeintrichtigt. 


1) Die Literatur von Kupferbestimmungen in biologischem Material bis 
zum Jahre 1932-33 wurde sehr gut von T. H. Pope (1932) und Sarata 
(1933) zusammengestellt. 
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Versuche von Herrn Prof. M. Shikata (1927) ergaben 
tatsiichlich, dass sich in elektrolytisehem Medium biologischer 
Natur nach der Elektrolyse vernachlissigte Mengen Kupfers 
polarographisch nachweisen lassen. Es ist also erforderlich, dass 
die biologische Asche fiir die elektrolytische Methode vorbearbeitet 
wird. Mehrere Autoren versuchten deshalb die Substanzen, die 
die quantitative Ausscheidung des Kupfers aus des Reaktionssystem 
stéren, vorher abzuscheiden. Wie aus meinen Versuchen (s. unten) 
hervorgeht, ist es notwendig, verschiedene Salze, besonders Ca- 
Salze, wegzunehmen. In dem Ca-reichen biologischen Material 
blieb auch die sodaalkalische Fallung erfolglos (R. Guillemet 
1932). Da aber die Asche des Seidenspinners gerade an Ca und 
P reicht ist, musste hier ein Weg gefunden werden. Aus der 
Modelllésung, die nur Fe- und Cu-Salz enthielt, ist es mir gelungen, 
die beiden Metalle quantitativ zu bestimmen. Ich habe dazu die 
Maquennesche Methode des Hisens und Guillemetsche Per- 
manganatmethode des Kupfers verbunden. 


TABELLE I, 
Trennung des Kupfers von Hisen in der Modelllosung. 
In Modelllésung Wiedergefunden 
Cu mg Fe mg Cu mg Fe mg 
0.05- 0.10 0.049* 0.10 
” ” 0.0498 ” 
0.01 ” 0.0092 ” 
” ” 0.009° ” 


Wie man sieht, sind die Ergebnisse befriedigend. Diese Modi- 
fikation wurde dann direkt auf die biologiseche Asche iibertragen. 
Zwar liess sich hier das Hisen vollkommen quantitativ, das Kupfer 
aber nicht mehr quantitativ ermitteln. Es konnte weder nach der 
Elektrolyse auch in dem Medium nachgewiesen werden. Daraufhin 
wurden verschiedene Methoden zum Wegnehmen des Hauptteils 
der bei der elektrolytischen Ausscheidung des Kupfers stoérend 
wirkenden Salze gesucht und gepriift. Die folgende Trennungs- 


X 
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methode hat sich dabei sehr gut bewilrt. 


Ausfiihrung der Kupferbestimmung in biologischem 
Material. 


Die salzsaure Aschenlésung wird mit 1 eem 10%iger Schwefel- 
sdure (schwermetallfrei, frisch destilliert) versetzt und auf dem 
Wasserbade eingedampft. Der Riickstand wird quantitativ in das 
Spritzglas umgegossen. Nach dem Zusatz von mehreren Tropfen 
der NasHPO,-Lésung neutralisiert man mit Ammoniak (schwer- 
metall frei) mit Phenolphthalein als Indikator. Das Volumen des 
ganzen Losung soll nicht tiber 3 eem betragen. 

Nun wird die neutralisierte Losung mit 1eem verdiinnter 
Hssigsiure versetzt, zentrifugiert und die tiberstehende Fliissigkeit 
so gut wie moglich abpipettiert. Der Bodensatz wird wieder in 
verdinnter HCl] geldst. Das Eisen in der HCl-Losung wird wie 
oben erwahnt behandelt. 

Um die an den Hisenphosphat-Niederschlag adsorbierten Cu- 
lonen wegzuwaschen, wird der Niederschlag noch einmal wie oben 
behandelt. Der letzte Bodensatz wird zur Analyse des Hisens 
gebraucht. 

Jede iiberstehende Fliissigkeit wird vereinigt, mit Ammoniak 
neutralisiert und weiter auf einen Gehalt von 5% Ammoniak ge- 
bracht. Nach dem Stehenlassen zentrifugiert man und hebert die 
liberstehende Fliissigkeit genau ab. 

Der Bodensatz wird zum Zwecke des Waschens wieder in HCl 


geldst um dann wie oben in 5% Ammoniaklosung wieder zu fallen. 


Beide iiberstehende Fliissigkeiten werden vereinigt, auf “dem 
Wasserbade eingedampft und mild verascht, um NH,Cl zu ver- 
treiben. Der Riickstand in der Schale wird dann mit Wasser, das 
mit einigen Tropfen konz. H,SO, angesauert ist, gelost; die dabei 
entstehened minimale Flockung zentrifugiert man ab. Danach 
wird die Lésung zur Elektrolyse bis auf etwa 3 ccm eingedampft. 
Nach der Angabe von Maquenne und Demoussy (1919) dient 
eine Platinplatte von 2X10mm als Elektrode und ein Strom von 
7 Milliampére wird 12 Stunden lang durchgeleitet. 

Nach der Elektrolyse wird die Elektrode in 3cem kaltes 
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Molybdenreagens. das nach der Vorschrift von Guillemet (1932) 
hergestellt worden ist, eingetaucht, ohne dass der Strom unter- 
brochen wird. Nach kurzem Stehen im Dunklen—einige Minuten 
lang—wird das iiberschiissige Molybdat mit 0.005% iger Kalium- 
permanganatlosung mit Benzidinazetat als Indikator titriert. 

Das ausgeschiedene Kupfer wird nach der folgenden Gleichung 
errechnet : 

Teem 0:005% (KMnOye secre. 0.05 mg Cu. 


Aus dieser Tabelle lasst sich klar erkennen, dass diese Methode 
verlassliche Werte von Cu in biologischem Material gibt. Nach 
dieser Kupferbestimmung liasst sich im Elektrolysenmedium kein 
polarographisch bestimmbares Kupfer mehr nachweisen. 


TABELLE II. 


Quantitative Bestimmung des Kupfers und Hisens in dem biologischen Material. 


“eh 4 2 & Material Gefunden 
© 5 5 ws 
= 
S i ae S ; Cu mg Fe mg 
° Q 0 8 
1 |g 28855 | 1/10 dieser Asche 0.111 0.625 
go Be S 0.118 » 
ean 6 ” +0.01mg Cu 0.128 ” 
1/10 dieser Asche 0.025 0.047 
a ' . 
| 5 oo 2 ” 0.026 ” 
— e B iS Ms 5 
sre ” 0.025 ” 
on As 
Sts h ” 0.024 2 
ya see = E 
a ae ” +0.01 mg Cu 0.035 > 
Sag i 
Sy 
228% | 3/100 dieser Asche* 0.014 
Be one (also in 1/10 dieser 
Asche 0.047 mg Fe) 


* 


Direkt nach der Originalmethode von Maquenne (1921). 


1) Nachdem ich diese Methode so abgeindert hatte, habe ich zufalliger- 
weise eine &hnliche Arbeit von Josef Krenn (Mikrochemie 23, 147-159 
1937) gefunden. Er hat auch wie ich bei der nachfolgenden Kolorimetrierung 
storende Kalksalze und Phosphate mittels Ammoniak im grossen Uberschuss 
gefallt und getrennt. 
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VERSUCHSERGEBNISSE. 


1. Anderung des Trockengehaltes wahrend des Wachstums. 


Die Trockensubstanz-Wachstumskurve (Tr-K.) hat eine grosse 
Ahnlichkeit mit der Gewichts- 
Wachstumskurve (Gw-K.) ; dariiber Die et Tbieken- 

-berichtete ich schon in friherer substanzgehaltes wihrend 
Mitteilung(A kao 1932b). Es wurde soe 
damals mit demselben Material von 
Seidenspinner gearbeitet. Aus der 
Tr-K. ist zu enutnehmen, dass die 
frisch ausgekrochene Raupe bis zur 
spinnreifen Raupe 6314fach bei 
Weibchen und 5618fach bei Mann- 
chen zunimmt. 


Diese Tr-K. erreichte zur Zeit 
der Spinnreife ihren Gipfel, um 
dann bei der Verpuppung zwar steil 
aber mit dem Verlauf des Puppen- 
stadiums zusammenhangend abzusin- 
ken. Das Weibchen war reicher an 
Trockensubstanz als das Mannchen. 
Besonders deutlich wird dieser ge- 
schlechtliche Unterschied nach der 
Spinnreife. 


Trockensubstanz (g) 


Tage nach dem Ausschliipfen 
der Larve. 


O....pro 100 Individuen. 
Raupe betrug der Wassergehalt A... pro 100g Frischgewicht. 


Bei der frisch ausgekrochenen 
5 : oxel, Kokon 

roy, hm tihrend der *°::: .Puppen excel. a 
Os & SU Ie Nes f A....Ausgekrochene Larve. 
Fiitterung-und des Schlafs steil zu. TH. ete. ... I. Hiiutung ete. 

a - . S....Spinnreife. 
Nach der 1. Hautung wurde der Wid verpuppunicarelt. 
grosste Wassergehalt wahrend des vAIn. - 48 dem Ausschliipfen 
. se ' . . aes 1mMagos. 

1. Stadiums tibersechritten. In jeder i 
Wachstumsstufe wiederholte sich der gleiche Vorgang, wahrend der 
Fiitterung war der Wassergehalt am kleinsten, nahm dann wahrend 
des Schlafes zu und erreichte nach der Hiutung seinen Hohepunkt. 


Nach dem 4. Schlaf zeigen die Raupen beiden Geschlechter emen 


314 A. Akao: 


TABELLE 


Die Anderung des Trockensubstanz- resp. Wasser-, Kohlenstoff- und 


# aterial 
Tage nach rs eae iS Trocken-| wa gsor- 
dem Aus- Wachstums- ra subst. gehallt 
schliipfen stadium "9 Indivi Frisch- | anzgew. % 
. ay Oo y 
der Larve o duien a g 
0 2 | Aussgekrochen 23738 11.0000] 2.6323 | 76.08 
3 2% | Fiitterungsstad. 990 6.0011] 0.8726 | 85.30 
4 ie 5 wahrend d. Schlafs 600 3.7770 | 0.4924 86.97 
4 | 44 | nach d. Hautung 600 3.5024) 0.4462 | 87.27 
6 Se Fiitterungsstad. 600 11.7812| 1.6914 | 895.65 
7 — = | wahrend d. Schlafs 400 14.3190] 1.7786 | 88.29 
8 22 | nach d. Hautung 400 13.6938] 1.5832 | 88.45 
10 =% | Fiitterungsstad. 40 5.5480| 0.8182 | 85.25 
1 4 | wihrendd.Schlafs | | 40 6.1933] 0.7364 | 88.13 
12 b 2 nach d. Hautung 40 6.2402] 0.6922 89.23 
Poe Gi 9 10 6.7210] 0.9750 | 85.49 
15 > 4 Fiitterungsstad. a 10 5.92771 0.8774 94.44 
: : 9 10 7.5025| 0.9662 | 87.12 
1 > = | wihrend d. Schlafs es 
es 3 10 6.8475} 0.8810 | 87.14 
2 . fc) 10 7.3680| 0.8644 | 88.28 
Le E mach d. Haptung rs 10 7.2135| 0.8452 | 88.28 
oO ~ ~ 
= % | stadium 8 5 16.65 3.1026 | 81.38 
og NT eae 9 5 16.00 | 3.5044] 78.11 
od - 3 5 14.17 | 3.1180] 77.98 
9 10 2) | 16.83 3.7150 | (77.93) 
28 Verpuppungszeit b) | 2.82 2.0752 | 69.76 
4 10 2) | 13:55 | 2.9782 | (78.00) 
8 b) | 2.40 | 2.0824 | 68.27 
5 6 g 2) | 13.35 | 3.1712 | (76.24) 
32 # 0. Tag ides — Dy e210 1.8900 | 67.24 | 
pea elie 9 #) | 10.51 | 2.4292 | (76.89) 
= b) | 2.01 | 1.8522 | 65.80 
= 9. Tag des & a 
: es Banbastadiawn g ®) | 18.23 | 2.8445 | (78.51) 
: [Vor dem Aus- b) | 2.12 1.9215 | 68.95 
schliipfen des 4 9 a) | 10.01 2.4340 | (75.68) 
Imagos ] b) | 2.02 1.9785 | 63.86 


Zahlen in Klammern zeigen den Wassergehalt der Puppe im engeren Sinne 


Ween es Puppen exkl. Kokons. ib) tacerrae Kokon allein. 
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IIT. 


Wasserstoffgehaltes wiihrend des Wachstums. 


100 (Tiere pathicleon pro ikg Frisch- pro lkg Trocken- 
gewicht substanzgewicht 
Trocken- | Kohlen- | Wasser- Kohlen- | Wasser- Kohlen- Wasser- 
substanz stoff stoff stoff stoff stoff stoff 
g g g g g me g 
0.0111 0.0052 0.0008 112.33 ab Bye 468.44 73.94 
0.0881 0.0407 0.0058 67.87 9.60 461.75 66.02 
0.0821 0.0367 0.0055 58.33 8.82 447.34 67.63 
0.0743 0.0327 0.0048 56.01 8.33 439.60 65.35 
0.2813 0.1150 0.0187 58.58 9.54 407.91 66.46 
0.4445 0.1865 0.0302 49.11 7.93 419.30 67.74 
0.3958 0.1643 0.0273 47.99 8.01 415.45 69.33 
2.0450 0.8345 0.1458 60.16 10.48 407.88 71.04 
1.8410 0.7346 0.1814 47.40 8.46 399.34 71.29 
1.7305 0.7180 0.1161 44.67 7.23 414.80 67.13 
9.7500 3.9320 0.6811 58.50 10.14 403.24 69.91 
8.7740 3.2646 0.6007 57.65 10.62 371.79 68.52 
9.6620 Siffolal 0.6814 49.99 . 9.05 388.15 70.26 
8.8100 3.7188 0.6196 54.24 9.00 421.71 70.00 
8.6440 3.5158 0.6152 74.67 8.32 406.73 70.97 
8.4520 3.4949 0.5983 48.48 8.28 413.60 70.63 
69.6300 30.3317 5.1105 85.19 14.36 435.32 73.39 
62.0520 26.9220 4.5854 80.84 13.75 433.94 73.62 
70.0880 31.1282 5.1149 104.23 16.13 476.10 73.65 
62.3600 28.8647 4.6135 101.93 16.35 462.90 74.27 
57.9020 26.6196 4.2965 138.43 22.00 457.76 72.76 
50.6060 25.3358 3.7491 157.76 23.26 497.20 fel 
56.2356 27.3898 4.1209 157.80 23.65 481.69 72.15 
47.5711 23.7160 3.5739 169.64 25.43 496.02 74.37 
52.9556 25.2058 3.7254 147.60 21.70 473.89 69.89 
49.0277 24.8674 3.6282 184.80 26.78 509.29 74.10 
! : 


(exkl. Kokon). 
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Wassergehalt von 88.28%, der dann allmahlich wieder abnahm; 
bei der spinnreifen Raupe war er auf 78.11% (Weibchen), 77.98% 
(Mannchen) herabgesunken. Im Verlauf des Puppenstadiums 
nahm der Wassergehalt zwar wieder ab, aber vor dem Ausschliipfen 
des Imagos nahm er beim Weibchen im Gegensatz zum Mannchen 
wieder zu.” 

Nach der Hiablage zeigte das weibliche Imago keine Anderung 
des Wassergehaltes (78.25%), das mannliche aber verliert durch 
die Geschlechtstatigkeit bedeutende Mengen Wasser (Wassergehalt 
66.00%). 


2. Anderung des Kohlen- und Wasserstoff-Gehaltes 
wihrend des Wachstums. 


Die Kohlen- und Wasserstoff-Wachstumskurven verlaufen 
ahnlich wie die Tr-K.. Sie zeigen spezifische Kurven, die bei der 
Spinnreife ihren Gipfel erreichen und wahrend der Verpuppung 
dann allmahlich abfallen. (Siehe Fig. 2 u. 3.) 

Beim Betrachten der Kurven, die Kohlen- und Wasserstoff 
Gehalt pro 100g Korpergewicht wahrend des ganzen Lebensver- 
laufs veranschaulichen, findet man einen Kohlen- und Wasserstoff- 
gehalt der frisch ausgekrochenen Raupen von 11.233g¢ C resp. 
1.773 g H.?? Dann nehmen beide Elemente stark ab. Bei jeder 
Wachstumsstufe sind die C- und H-Werte wahrend der Fiitterung 
.am grossten und nehmen wahrend des Schlafs und nach der 
Hautung ab. Die C- und H-Werte, die bei der 4. Hautung ihr 
Minimum erreichen, werden dann immer grésser: bei spinnreifen 
Raupen betragen die C- und H-Werte 9.731 g C(Weibchen), 9.276 
C (Mannchen) resp. 1.613 g H (Weibchen), 1.624 H (Mannchen). 
Im Verlauf des Puppenstadium nehmen sie zu, kurze vor dem 
Auskriechen des Imagos nehmen sie wieder bei Weibchen im 
Gegensatz zum Mannchen ab. 


/ 


1) Weil der Kokon als Sekvet am Wasserhaushalt keinen Anteil mehr 
hat, erscheint es richtiger, den Kokon bei der Berechnung des Wassergehaltes 
ausser Betracht zu lassen. (Siehe Figur 1). 

2) Jedes Element wird als solches (nicht als Oxyd) berechnet. 
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Fig. 2. 
Die Anderung des Kohlenstoff- 


Fig. 3. 
Die Anderung des Wasserstoff- 


gehaltes wihrend des gehaltes wihrend des 


Wachstums. Wachstums. 
35 = 
Si 
| 
R 


\ 
= \ BL 
80) g 4 6 
! 
| 
! 


20/- 


Wasserstoff (g) 


Kohlenstoff (g) 


10 20 30 36 
Tage nach dem Ausschliipfen 


2 30 36 
Tage nach dem Ausschliipfen 


der Larve. der Larve. 
O....pro 100 Individuen. A....pro 100g Frischgewicht. 
A....Ausgekrochene Larve. IH. ete.....I. Hautung ete. 
S....Spinnreife. V....Verpuppungszeit. 
vAIm....vor dem Ausschliipfen des Imagos. 


3. Anderung des Aschengehaltes wihrend des Wachstums. 


Die Aschengehalt-Wachstumskurve (Aschen-K.) ist eine typi- 
sche Kurve mit einem Hohepunkt, den sie im 5, Maximalftitter- 
ungsstadium hat. Dann fallt sie in der Spinnreife steil ab und 
wird in ihrem Absinken auch bei der Verpuppung nicht gehindert. 

In dieser Beziehung ist die Aschen-K. ganz verschieden von 
der Tr-K., die ihren Gipfel bei spinnreifen Raupen hat. 

Die Kurve, die den Aschengehalt pro 100g Korpergewicht 
veranschaulicht, hat bei der eben ausgeschliipften Larve ihren 
erdssten Wert (2.202), allmahlich nimmt sie gleichmassig ab, um 
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7 TABELLE IV. 
Die Anderung des Trockensubstanz- und Aschengehaltes wihrend des Wachstums. 


Bag Material : : ouiaeltce a= "2 
88 « eas eo ee 3 |8m 
Sane 5) = : A bp 2 a Sus 
Sinai Nae ® xo) E Og a0 LN Q aoe 
95 g Wachstums- = 5 ® 4 5 A ag ra) Lo |, & 2 
cH ads vs re op 2 QW) om | os BO fon oe 
A'S” stadium © aS: re) S) | Ad 43 os Q gq oc 
of R = 5 | Be o om O| 2% OM | we o V's 
to Bro o5 cs ae aa S| ae <q S aoe 
B* aie | ee F iae 
0 nee | Ausschliipfen 48948 | 20.000 | 5.0226) 0.4400) 0.0103] 0.0009] 74.89| 2.20 
3 | G5 | Putterungs- 
28 stad. 5504 | 20.000 | 3.0014) 0.8522) 0.0545) 0.0064) 84.99] 1.76 
5 = =| wahrend d. 
Hp Schlafs 3216 | 20.004 | 3.0068) 0.3265) 0.0935] 0.0102) 84.97) 1.63 
6 me nach d. Haut- 
ay ung 4131/ 21.173 | 3.0832] 0.3852! 0.0746} 0.0093} 85.44! 1.82 
9 2% | Fiitterungs- . 
E s stad. 753 | 20.015 | 2.9602) 0.3286) 0.3931] 0.0436] 85.21; 1.64 
10 Hi —£ | wahrend d. 
Schlafs 616/20.113 | 2.7174|0.3170} 0.4411) 0.0515] 86.49} 1.58 
| eee 
12 a nach d. Haut- | 
34 ung 685 | 20.424 | 2.5040) 0.3408) 0.3656) 0.0498] 87.74) 1.67 
165 iS © | Fiitterungs- 
; Z stad. 163 | 23.323 | 3.0676] 0.3862) 1.8820] 0.2369] 86.85! 1.66 
15 He | wabrend d. 
4 Schlafs 103 | 19.786 | 2.5010 0.3110} 2.4281) 0.3019) 87.36) 1.57 
16 ae nach d. Haut- : 
ha ung 150 | 23.785 | 2.7992) 0.3885] 1.8661) 0.2590] 88.23) 1.63 
19 as | Fitterungs- 2 30 | 21.17 2.7650] 0.3730) 9.2167] 1.2433) 86.94) 1.76 
= a stad. i) 35 | 21.55 2.8030} 0.3662! 8.0086] 1.0463) 86.99] 1.70 
21 | 8 | wihrendd. | ? 30|27.03 | 3.4378) 0.4086] 11.4590) 1.3620] 87.28] 1.51 
ey Sehlafs $ 30 | 22.89 2.9274) 0.3550] 9.7580) 1.1833] 87.21) 1.55 
23 ER nach d. Haut- | 2 380 | 24.78 2.9664) 0.4132) 9.8880) 1.3440) 88.03) 1.67 
5 ung é 30 | 22.62 2.7752) 0.8626) 9.2507) 1.2087| 87.75] 1.60 
i3) ~~ 
27 2s Maximalfiit- i 8 | 26.96 3.6702] 0.4961) 47.1275] 6.2013] 86.39] 1.84 
£3 terungsstad. | 3 8 | 23.28 3.0912) 0.4442) 38.6400] 5.5525] 86.72] 1.91 
te} 
Sh os 8 | 22.93 4.7416] 0.3104! 59.2700] 3.8800] 79.32) 1.35 
ha Spinnreife 3 8|21.61 | 4.6744] 0.2828| 58.3430 3.5350| 78.37] 1.31 
=e i. 
34 es Verpuppungs- 2 10| 17.99 5.5146] 0.2646] 55.1460] 2.6460] 69.35) 1.47 
Bs Zeit = ‘) 10/15.33 | 4.9980) 0.2465) 49.9800] 2.4650) 67.40) 1.61 
iva) 
Nach der 
46 5 Eiablage* ce) 200 | 84.33 |18.3464/ 1.2306) 9.1732] 0.6153] 78.25) 1.46 
s | Nach der 
| io 
4 Kopulation* 6 200 | 86.46 29.3330] 1.3183] 14.6665] 0.6592] 66.07] 1.43 
. | 2. Tag nach d. 
Ei Bishlage 77383 | 44.7973} 14.9062) 0.8728) 0.0193 | 0.0011! 66.73] 1.95 


* Ohne Kokon. 
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dann nach der Hiiutung wieder zu steigen. Alle Raupen haben 
nach der Hautung den héchsten Aschenprozentsatz wihrend des 
entsprechenden Stadiums. 


Fig. 4, Ae 2: 
ee. ed Fig. 5. 
Die Anderung des Trocken- ey es 
substanzgehaltes wihrend Die Anderung des Aschengehaltes 
des Wachstums. wahrend des Wachstums. 


JH. WH, Mit, IVH, 


| 


Trockensubstanz (g) 


Asche (g) 


3034 =m 
Tage nach dem Ausschliipfen Tage nach dem Ausschliipfen 
der Larve. der Larve. 
O....pro 100 Individuen. A....pro 100 g Frischgewicht. 
A....Ausgekrochene Larve. IH. ete.....I. Hautung ete. 
S....Spinnreife. V....Verpuppungszeit. 


Bei der 5. Maximalftitterungsperiode waren die Raupen zwar 
reicher an Asche als bei der 4. Hiéutung, aber bei spinnreifen 
Raupen nahm der Aschengehalt wieder ab, um bei der Verpuppung 
wieder etwas zu steigen. 

Wihrend des ganzen Verlaufes dieser Kurve kann kein 
geschlechtlicher Unterschied beobachtet werden. Eine Ausnahme 
machen die Puppen. Die mannliche Puppe tibertrifft an Aschen- 
gehalt die weibliche. 
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4, Anderung des Natrium-Gehaltes wihrend 
des Wachstums. 


Die Na-Wachstumskurve (Na-K.) hat in der 5. Maximalfutter- 
unesperiode ihren Gipfel und Fig. 6. 
beginnt in der Spinnreife ab- Dis Huderans Geenane ees 
zusinken, um dann bei der Ver- gehaltes wihrend des 
puppung steil abzufallen. Da Wachstums. 
das Klement Na im Aschen- 
gehalt das Seidenspinners nur 
in einem geringen Prozentsatz 1200+ 
vertreten ist, unterscheidet sich 
die Na-K. ziemlich von der 
Asche-K. 

Der Na-Gehalt in 1Kg 
Frischgewicht zeigte bei ausge- 
schliipften Raupen den kleinsten 
Wert wahrend des  ganzen 
Wachstums (157.2 mg), um dann 
mit der Fiitterung zu zunehmen. 
Nach jeder Hautung enthielten 
die Raupen im allgemeinen, aber 
nicht immer grossere Mengen Na, 


1000 


Natrium ‘(mg ) 


als wahrend des entsprechenden 
Stadiums. Bei der 4. Hautung 


ist der Na-Wert sogar kleiner. Tage nach dem Ausschliipfen 
der Larve. 
3 Be P ©....pro 1000 Individuen. 
5. Anderung der K-Gehaltes yet eee 1 kg Frischgewicht. 
wihrend des Wachstums. A....Ausgekrochene Larve. 
IH. ete.....1. Hautung ete. 
Kalium ist einer der tiber- S....Spinnreife, 


é : V....Verpuppungszeit. 
wiegenden Aschenbestandteile ear 


des Seidenspinners und infolgedessen war die K-Wachstumskurve 
(K.K.) der Aschenkurve sehr ahnlich. Die K.K. hatte also genau 
so wie die Aschen-K. ihren héchsten Wert beim 5. Maximalfiitter- 
ungsstadium, um dann mit der Spinnreife und Verpuppung steil 
herunterzugehen. (Siehe Fig. 7). 
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TABELLE V. 


Die Anderung des Na-Gehaltes wiihrend des Wachstums. 


5 F Material ‘0 Natrium mg. pro 
p oa . 
USCA IS a oaks E ey 
SBE S . a on © 5 a 2 
gE Wachstums- £ @ z as eo es Si if iss sere, 
Elly stadium 3 a] 0 oan oe gs | as 
23 Seeley lee. 6 i a = eal centeel a cena 
aa", SP g |< SE | eS | os 
a ey o = ze 
0 nw | Ausgekrochen 48948] 20.000) 5.0226) 0.4400} 3.14} 0.06] 157.2| 625.9 
3 | Se | Futterungs 
©] stad. 5504] 20.000! 3.0014/0.3522| 3.51| 0.64/ 175.3| 1167.9 
5 = = wahrend d. 
HE] Sehlats 3216| 20.004] 3.0068) 0.3265] 5.84] 1.82] 292.1| 1943.4 
6 , g | Bach d. Haut- 
43 | ung 4131| 21.173] 3.0832]0.3852| 5.92] 1.43) 279.4|1919.0 
9 zy | Fiitterungs- 
EB 2 | stad. 753] 21.015] 2.9602] 0.3286] 5.62| 7.47] 281.0| 1223.8 
10 He wahrend d. 
4 Schlafs 616] 20.113] 2.7174] 0.3170] 5.11] 8.30] 254.2] 1881.6 
12 hq | bach d. Haut- 
44 | ung 1829| 55.104] 6.7558) 0.8880] 14.41] 7.88] 261.5| 2133.0 
15 S++ | Fiitterungs- 
F 2 | stad. 163| 23.323] 3.0676|0.3862| 5.77] 35.40| 247.4| 1881.4 
15 ja 3 wihrend d. 
H Schlafs 103| 19.786] 2.5010|0.3110| 5.41] 52.48] 273.2 | 2161.4 
16 bo | nach d. Haut- 
34 | ung 150] 23.785] 2.7992|0.3885| 6.54| 43.63| 275.1 | 2337.3 
19 | 8S | Piitterungs- | 9° 30| 21.17 | 2.7650) 0.3730] 7.74| 258.07] 365.7 | 2800.2 
E21 stad. 8 35| 21.55 | 2.8030] 0.3662] 8.40} 240.00] 389.8 | 2996.2 
21 | 5 | wiihrend d. 9 30| 27.03 | 3.4378] 0.4086] 8.03 | 267.80] 297.2 | 2336.5 
H~ | Schlafs 3 30] 22.89 | 2.9274]0.3550| 7.01] 233.70] 306.3 | 2394.8 
25 | 2 | nachd. Hiiut-| 2 30| 24.78 | 2.9664|0.4132} 5.08] 169.43) 205.0|1712.6 
5 ung 8 30| 22.62 | 2.7752/0.3626| 4.73] 157.77] 209.2| 1705.0 
~ 
27 | 22 | Maximalfit- | 9 8| 26.96 | 3,6702|0.4961| 7.74| 967.75] 287.2 | 2110.2 
S| terungsstad.| 6 8| 23.28 | 3.0912] 0.4442] 5.41] 675.63] 232.2 | 1748.5 
ss = Shy in 9 8| 22.93 | 4.7416/0.3104} 4.82] 602.50] 210.2 | 1016.4 
eas ppiaunesto 8 8| 21.61 | 4.6744] 0.2828] 4.67|584.25) 216.3 | 1000.0 
ze a 
34 | 2.2 | Verpuppungs-) 2 | 100|179.84 | 55.1210] 2.5498] 40.90 | 409.00] 227.4] 741.7 
BS | zeit 8 | 100|150.60 | 49.0956] 2.2882] 40.90} 409.00] 272.7] 836.5 
Wes) 
Nach der 3464] 1.2306] 20.01] 100.06 237.3 | 1089.9 
ue 5 Hiablage @ | 200] 84.33 | 18.3464 1.2306] 20. 
| Nach der | 200| 86.46 | 29.3330| 1.3183] 23.08] 115.40] 266.9| 786.9 
a Kopulation 


“go PES Se Ao ee eee eee 


Die Anderung 


A, Akao: 


TABELLE VI. 
des Kalium-Gehaltes wihrend des Wachstums. 


As Material : ; Kalium g. pro 
oO ”s + ‘ z 5 
oa g a” gob geo eee beh ail eles | eee 
SBS Wachstums- g ® z Re wl Rol aw@| Sa ao Se 
gH stadium a zs oH 58 = ‘3 8 Se iS | 2S 
AS stac os aS Sa ita 3) KA ise jag = H op 
om oO ee) = S Ao a i ot ae Sieg 
ae cere wee Bint oF) Sere 
ab | - Be en |e 
0 5 | Ausgekrochen 146844} 60.000) 15.0660) 1.2876) 273.15 1.86] 4.5525] 18.130 
3 | GB | Futterungs- 
Ca stad. 13760| 50.000) 7.5050) 0.8614) 235.90 17.14) 4.7180) 31.432 
5 | © & | wihrend d. ° 
Hs Schlafs 8041} 50.016) 7.5174! 0.7796) 192.01 23.88] 3.8390! 25.542 
6 . g | nach d. Haut- 
BESS ung 11707| 60.003) 8.7364) 1.0352) 267.51 22.85| 4.4582) 30.620 
9 & | Fiitterungs- 
ea stad. 1886} 50.101) 7.4099] 0.8120) 216.71) 114.91) 4.3255] 29.246 
10 | 4 5 | wahrend d. 
ie Schlafs 1675| 54.763] 7.3985) 0.8426) 217.84) 130.05] 3.9779] 29.444 
12 bm | Bach d. Haut- a 
a4 ung 1829} 55.104) 6.7558) 0.8880) 239.29] 130.83] 4.8425] 35.420 
15 | =< | Fiitterungs- 
= gi stad. 772| 161.985] 21.3010) 2.6142) 739.31) 957.66) 4.5641) 34.708 
15 | 4 5 | wihrend d. 
a Sehlafs 802] 150.427) 19.0140) 2.3078] 603.87} 752.95] 4.0143] 31.759 
16 ho | Bach d. Haut- 
a4 ung 718] 110.249] 12.9763] 1.7662) 443.02} 617.02/ 4.0184) 34.141 
19 = + | Fiitterungs- Q 100] 72.76 | 9.5025) 1.3004] 354.42) 3544.18] 4.8711) 37.298 
= eg stad. 3 100) 63.77 | 8.2965] 1.0782) 304.75) 3047.54] 4.7790} 36.733 
21 | 35 | wihrend d. 2 130) 117.56 | 14.9536) 1.7634] 474.06} 3646.63] 4.0325] 31.702 
ein Schlafs 5 140) 110.94 | 14.2892] 1.6656] 451.49} 3224.91] 4.0697] 31.819 
23 5 o | Bach d. Haut-| 9 130} 105.79 | 12.6631) 1.6134] 468.42) 3603.22) 4.4278] 36.991 
a4 ung 8 125] 938.60 | 11.4847| 1.4924) 409.16) 3273.29] 4.3714) 35.627 
27 3&2 | Maximalfiit- | 9 25} 84.70 | 11.5277] 1.4898] 423.27] 16930.80] 4.9973] 36.718 
Ee E terungsstad. | 6 33] 98.92 | 13.1366] 1.7914) 538.96] 16332.24] 5.4485] 41.028 
30 | ps coatnmeeas -) 30| 85.97 | 17.7786] 1.0532] 279.92] 9330.67] 3.2561] 15.745 
SEES Te a hae 30| 81.40 | 17.6068] 1.0130] 269.76] 8992.13) 3.3241] 15.322 
34 2 Verpuppungs-| 9 100} 179.84 | 55.1210] 2.5498] 541.79] 5417.86] 3.0126] 9.829 
aro | zeit 3 100] 150.60 | 49.0956) 2.2882) 479.71! 7497.06] 3.1853] 9.771 
A ta 
o | Nach der 
46 oy Hiablage fe) 200} 84.33 | 18.3464) 1.2306] 242.68} 1213.38] 2.8777] 13.231 
FI Nach der 
Fa Kopulation | 3 200) 86.46 | 29.3330] 1.3183] 268.07] 1340.36] 3.1005} 9.141 
Ei 2. Tage nach 
d. Hiablage 77383} 44.7973} 14.9062} 0.8728] 148.99 2.42) 3.3259) 9.995 
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Betrachtet man den K-Gehalt pro Fig. 7. 
lke Frischgewicht, so schwankt der Die Anderung des Kalium- 
é A 5 gehaltes waihrend des 
Wert (4.5525 g) bei frisch ausgekro- Wachstums. 


chenen Raupen mit dem Verlauf des 
Wachstums. In jedem Stadium ist der 
K\-Gehalt waihrend der Fiitterung am 
grossten. Die K-Kurve, die bei der 5. 
Maximalfiitterungsperiode den Gipfel 
erreichte, fiel dann auf einmal bei der 
Spinnreife ab, wobei sie den kleinsten 
Wert der ganzen Lebenszeit zeiete, und 
ging in die der Verpuppung iiber. 


6. Anderung des Ca-Gehaltes 
wihrend des Wachstums. 


Ahbnlich wie die Aschen-K. hatte 
die Ca-Wachstumskurve (Ca-K) ihren 
Gipfel bei der 5. Maximalfiitterungs- 
periode, um dann wahrend der Spinn- 
reifung und Verpuppung abzufallen. eee 
Der Ca-Gehalt pro 1 Kg Frischgewicht Tage nach dem Ausschliipfen 
zeigte schon bei der ausgekrochenen ie: Dae. 

y < 

i F A = : O....pro 1000 Individuen. 
Raupe seinen tiefsten Wert (335mg A....pro1kg Frisehgewicht. 
Ca) wahrend der ganzen Wachstums-  A-..--Ausgekrochene Larve. 

; : « TH. ete.....1. Hautung ete. 
periode, nahm aber mit der Futterung S....Spinnreife. 
bedeutend zu. Wihrend des 1. Schafes ~~~ - VeTpuppungszcit. 
hatten die Raupen das 2.4fache der ausgekrochenen Raupen. Bei 
der 1. Hautung sank er dann wieder ab (559mgCa). In jJedem 
Wachstumsstadium findet man das gleiche Verhaltnis wieder. Die 
Larven zeigen nach der Hautung Minimal-, wahrend des Schlafs 
Maximalwerte. (Siehe Fig. 8). 

Bei den spinnreifen Raupen und Puppen ist ein geschlecht- 
licher Unterschied zu bemerken. Der absolute Ca-Gehalt tibertraf 
zwar bei weiblichen spinnreifen Raupen deutlich der der mann- 
lichen, aber auf 1 ke Frischgewicht der Puppe bezogen, war der 


Ca-Gehalt bei mainnlichen Puppen grésser als bei weiblichen. 


Kalium (¢) 


15 20 ET a UM 


A. Akao: 


(Su) 
bo 
ne 


TABELLE 


Die Anderung des Calcium- und Magnesium-gehaltes 


f=8 A . 
SE 9 = Material .E 
joy oa mS on 
Sis 4 D Cas) 
qd iS Wachstumsstadium z 'S A to 
oe 2a Individuen] Frischgew. 4 B 
| 2 
aa” o g g Z 
BH ’ a 
0 22 | Ausgekrochen 48948 20.000 5.0226 
Ore. 
3 s 2 | Fiitterungsstad. 5504 20.000 | 3.0014 
5 i | wahrend d. Schlafs 3216 20.004 3.0068 
6 2 | nach d. Hautung 4131 21.173 3.0832 
9 iS z Fiitterungsstad. 753 20.015 2.9602 
10 2 | wihrend d. Schlafs 616 | 20.113 | 2.7174 
12 4 | nach d. Hiutung 685 20.424 | 2.5040 
S65 
15 = 2 | Fitterungsstad. 163 23.323 3.0676 
-g 
15 = s | wahrend d.Schlafs 103 19.786 2.5010 
onl 
16 Z nach d. Hiutung 718 | 110.249 | 12.9763 
- - 
19 % 2 | Fitterungsstad, ? 30 atit ; ae 
Je 5 35 21.55 2.8030 
Q 
21 F/M attend aeons ae So elt 3.4378 
Eg 5 140 | 100.94 | 14.1892 
23 ‘ F 9 130. | 105.79 12.6631 
Beye aude , 125 | 93.60 | 114847 
Shel be 
27 ih: -| Maximalfitter- - 8 EA 3.6702 
= D ungsstadium 6 8 23.28 3.0912 
30 . pee Q 8 22.93 4.7416 
Speaeeoiee 3 30 81.40 | 17.6068 
BL Ulitao 9 10 17.99 5.5146 
stadium Verpuppungszeit $ 10 se 38} 4.9980 
N: . 
nel de 9 200 | 84.33 | 18.3464 
«| Hiablage 
46 Imago nla 
ag. er 
Kopulation 6 200 86.46 29.3330 


eS Ee ee 
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VEE, 


wahrend wes Wachstums. 


: “ pro 1000 pro lkg pro lkg 

E | Individuen Frischgewicht | Trockengewicht 
oe S Caleium @ an 7 

= a § , ‘ 

| ca ee Caleium Magne- Calcium eects Caleium Magne- 
— SJ mg slum mg S m g sium 

+ mg mg g 

0.4400 6.70 19.94. 0.14 4.07| 335.0 996.9 | 1.3341] 3.9701 
0.3522 9.05 8.74 1.65 1.59) 452.6 | 437.0 | 3.0153] 2.9114 
0.3265 | 15.52 9.95 4.83 3.09| 776.1 | 497.2 | 5.1637 | 3.3081 
0.3852 | 11.83 11.60 2.86 2.81| 558.6 | 548.0 | 3.8865 | 3.7637 
0.3286 | 13.40 9.15 17.79| 12.15} 669.4 | 457.2 | 4.5260 | 3.0913 
SHO |) aly 9.83 28.28 15.96| 866.0 388.9 | 6.4100 | 2.8786 
0.8408 | 12.95 | 10.93 18.91 15.95| 634.2 | 515.3 | 5.1729 | 4.2031 
0.3862 | 16.97 TEN) |) TED Wise || bp ty 527.0 | 5.5338 | 4.0076 
0.3110 | 15.63 | 10.65 | 151.77) 103.42] 790.1 538.4 | 6.2508 | 4.2595 
1.7662 | 71.46 60.74 99.53 84.60] 468.2 | 551.0 | 5.5072 | 4.6814 
0.3730 | 12.95 10.65 | 431.73] 355.07] 611.8 | 503.2 | 4.6845 | 3.8530 
0.3662 | 15.85 | 11.33 | 488.60] $323.71] 712.3 525.8 | 5.4750 | 4.0415 
0.4086 | 20.12 14.89 670.50] 496.33] 744.2 | 550.9 | 5.8506 | 4.3310 
1.6656 | 72.89 62.49 | 520.64} 446.36] 657.0 | 563.3 | 5.1368] 4.4042 
1.6134 | 64.31 62.93 | 494.92| 484.06] 607.9 594.8 | 5.0785 | 4.9691 
1.4924 | 60.03 54.19 | 480.21] 433.44] 641.3 578.9 | 5.2266 | 4.7180 
0.4961 | 18.16 14.06 | 2269.38] 1756.88| 673.4 | 521.8 | 4.9478 | 3.8303 
0.4442 | 14.96 13.25 | 1870.25] 1655.88] 642.7 569.0 | 4.8396 | 4.2846 
0.3104 | 16.53 | 13.52 | 2065.63] 1690.00] 720.7 | 589.6 | 3.4850 | 2.8511 
1.0130 | 41.45 | 43.70 | 1381.67] 1456.67] 509.2 | 5386.9 | 3.3541 | 2.4822 
0.2646 | 10.72 14.48 | 1071.90] 1447.60] 595.8 | 804.7 | 1.9439 | 2.6254 
0.2465 | 10.27 | 12.97 | 1027.20] 1297.30] 670.1 846.3 | 2.0555 | 2.5960 
1.2306 | 24.30 | 40.64 | 121.48] 203.21) 2881 | 481.9 | 1.3244 2.2153 
1.3183 | 25.01 | 57.03 125.06] 285.01] 289.3 | 659.6 | 0.8525 | 1.9445 
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326 
Fig, 8. Fig. 9. 
Die Anderung des Calecium- Die Anderung des Magnesium- 
gehaltes waihrend des gehaltes waihrend des 
Wachstums. Wachstums. 
28 oo 


12 V. = 
id fey 
as i 
on 1.0 
wa 5 
o 4 
nD 
5 Ose o 
| i 
a 2 
ws 06 9 
o = 
04 
0,2 


34 


op°=9 
10 


by ays 
Tage nach dem Ausschliipfen Tage nach dem Ausschliipfen 
der Larve. 


der Larve. 
©....pro 1000 Individuen. 


A....Ausgekrochene Larve. 
S....Spinnreife. 


A....pro1kg Frischgewicht. 


TH. ete.....I. Hautung ete. 
V....Verpuppungszeit. 


7. Anderung des Mg-Gehaltes wihrend des Wachstums. 


Die Mg-Wachstumskurve (Mg-K) war eine typische, die bei 
der 5. Maximalftitterungs-sowie Spinnreifenperiode ein Maximum 
zeigte, um dann allmahlich gegen das Verpuppungsstadium ab- 


zusinken. Gegeniiber der Gewichtskurve ist das ein bedeutender 


Unterschied. (Siehe oben) 
Betrachtet man die Mg-Kurve auf 1Kg Frischgewicht be- 


zogen, so ist zu bemerken, dass die frisch ausgeschliipften Raupen 
den grossten Mg-Wert wihrend des ganzen Wachstums aufweisen 
(0.9969 g). In jeder Wachstumsstufe zeigt die enthautete Raupe 
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im allgemeinen einen héheren Wert und nach der 4. Hiutung 
nimmt in der Reihenfolge von 5. Maximalfiitterungs-, Spinnreifen- 
und Verpuppungsstadium der Mg-Wert prozentuell allmihlich zu, 
um bei Puppen einen hohen Wert, 0.8047 g (Weibchen), 0.8463 g 
(Mannchen) zu erreichen. 


: 8. Anderung des Fe-Gehaltes wihrend des Wachstums. 


Die Hisenwachstumskurve (Fe-K.) zeigte zwar keine bedeuten- 
den Kennzeichen im Vergleich mit der Aschen-K. bis zur 3. 
Hautung, aber bei dem 4. Wachstumsstadium, wo die Raupe plotz- 
lich stark an Korpergewicht zunahm, unterlag die Fe-K. einer 
merkwtirdigen Fluktuation. Die Kurve, die bei dem 5. Maximal- 
fiitterungsstadium den grossten Wert, 424.0mg Fe (Weibchen), 
321.2 mg (Mannchen) Fe pro 10,000 Individuen zeigte, nahm bei 
der Spinnreife auf einmal um 2/3 ihres Wertes ab. Bei der 
Verpuppung sank sie noch etwas weiter ab. 

Der Eisengehalt pro 1 Ke Frischgewicht betrug bei den Eiern 
(Tabelle VIII) und frisch ausgekrochenen Raupen 23.66 mg, resp. 
15.83 mg Fe. Abgesehen von den 4. und 5. Perioden energischen 
Fressens war das der hochste Wert wahrend des ganzen Wachs- 


tumsverlaufes. (Fig. 10) 


9. Anderung des Zinkgehaltes wihrend des Wachstums. 


Der Zinkgehalt des Seidenspinners war selbstverstandlich ein 
ganz winziger Anteil des Trocken- und auch des Aschengewichts. 
Obwohl die Zinkwachstumskurve (Zn-K) ganz ahnlich wie die 
Tr.K. verlief, war sie ganz verschieden von den anderen Kurven 
der formbildenden Elemente (Na, K, Ca), sowie auch des Fe und 
Mn. (Fig. 10, 12). Die Zn-K. zeigte ihren héchsten Punkt nicht 
bei dem 5. Maximalfiitterungsstadium sondern bei dem Spinnreife- 
Stadium, und gine ohne abzusinken, in die Verpuppung tber. 
Dieses Verhalten ist so interesant, dass dariiber noch im nachstem 
Kapitel gesprochen wird. 

Betrachtet man die Zinkkurve pro 1Keg Frischgewicht, so 
ist zu bemerken, dass die frisch ausgekrochenen Raupen unver- 
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TABELLE VIII. 
Die Anderung des EHisengehaltes wihrend des Wachstums. 
gg Material eC : Hisen mg. pro 
sae # pean SE 
Pans B a : 8 ee en saan 72 E 
Ses Wachstums- Soh ae z eS 2 ay (Misen) Sa | te ey 
gar stadium 7 | ep 58 a m|/4#?|/Ro| OF 
o 2 & o | & oe 2 ei So | of | a 
oS Sis | 8 |< Sp | 45 5 
es a het % aM a 
“2 2 | Ausgekrochen 146844} 60.000 | 15.0660) 1.2876] 0.95] 0.065] 15.83} 63 
S — | Fitterungs- 
5 2 stad. 13760} 50,000 | 7.5050] 0.8614] 0.41] 0.298) 8.20] 54.63 
5 _ 4 | wihrend d. 
Hs Schlafs 8041} 50.016 | 7.5174| 0.7796) 0.24} 0.298) 4.80] 31.92 
6 a ies nach d. Haut- i 
4 ung 11707] 60.003 | 8.7364] 1.0352] 0.44] 0.375] 7.33] 50.36 
9 e% | Futterungs- 
2g stad. 1886} 50.101 | 7.4099] 0.8120] 0.37] 1.962} 7.39} 49.93 
10 H = | wahrend d. 
a Schlafs 1675] 54.763 | 7.3985] 0.8426} 0.19| 1.134) 3.47} 25.68 
12 wh @ | nach d. Haut- 
sone ung 1829] 55.104 | 6.7558} 0.8880) 0.19} 1.039) 3.45} 28.12 
15 S++ | Fitterungs- : 
- 4 stad. 772| 161.985 | 21.3010} 2.6142] 1.10} 14.248! 6.79| 51.64 
15 | 4 = | wihrend d. 
Hi Schlafs 802) 150.427 | 19.0140] 2.3078) 0.64] 7.980] 4.26] 33.66 
16 hm | nach d. Haut- 
a ung 718) 110.249 | 12.9763] 1.7662) 0.48} 6.685] 4.35} 36.99 
19 &- | Fiitterungs- 9 100) 72.76 9.5025] 1.3004] 1.38} 188.0] 18.97 | 145.18 
= a Sta0 ee 3 100} 63.77 8.2965] 1.0782] 1.06| 106.0) 16.62 | 127.76 
21 bs wihrend d. g 130}117.56 | 14.9536) 1.7634] 0.44] 33.8) 3.74] 29.43 
i Schlafs 8 140} 110.94 | 14.1892) 1.6656) 0.44} 31.4) 3.97) 31.01 
23 1 » | nachd. Haut-| 2 130|}105.79 | 12.6631)1.6134| 0.56] 48.1) 5.29| 44.93 
ay ung $ 125) 93.60 |11.4847/ 1.4924) 0.48 38.4, 5.13) 41.79 
27 22 | Maximalfiit- | 9 25) 84.70 | 11.5277) 1.4898] 1.06| 424.0) 12.52] 91.95 
=e terungsstad. | 6 33) 98.92 | 13.1366) 1.7914] 1.06} 321.2) 10.72] 80.69- 
30 1S : : Q 30] 85.97 | 17.7786) 1.0532) 0.88) 126.7| 4.42] 21.37 
Fd RRP ID 30] 81.40 |17.6068] 1.0130] 0.34) 113.3) 4.18] 19.31 
ag 
34 5,.£ | Verpuppungs-| 9 100) 179.84 | 55.1210} 2.5498] 1.08! 108.0] 6.01] 19.59 
e's | zeit S 100) 150.60 | 49.0956) 2.2882] 0.89] 89.0} 5.91]) 18.18 
AA 
~ Nach der 
46 Bp Hiablage fo) 200) 84.33 | 18.3464) 1.2306] 1.10) 55.0) 13.04] 59.97 
Ss Nach der 
A Kopulation | 6 200) 86.46 | 29.3330) 1.3183] 1.51) 75.7| 17.51] 51.62 
Ri 2. Tage nach 
d. Hiablage 77383] 44.7973] 14.9062] 0.8728] 1.06] 0.137] 23.66] 71.11 
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Die Anderung des 


TABELLE IX. 


Zu-Gehaltes wahrend des Wachstums. 


FI q Material 2 ; Zink mg. pro 
Sey © a5) . : 
aBe cae e He | © : 
Sia & Wachstums- cS g z es Y Sool Ha Tee > 
argh stadium oS s 80 a fied a nee Ce © a ob 
oa & o |e fee ay al Be S35 | Me! Ae 
Soe Cas A 3 | <4 SF he een S 
aw one o Se ee £ 
A 
0 n 2 | Ausgekrochen 146844] 60.000 | 15.0660] 1.2876] 6.25} 0.43] 104.1] 414.2 
3 | 3S 2*| Fiitterungs- 
iS & stad. 13760} 50.000 | 7.5050} 0.8614} 1.16 0.84; 28.2) 154.5 
5 _ & | wahrend d. 
AS Schlafs 8041} 50.016 | 7.5174] 0.7796) 0.93 1.16} 18.6) 123.7 
6 5 o | nachd. Haut- 
a4 ung 11707} 60.003 | 8.7364) 1.0352} 1.39 PLO 282i elo 
9 | se | Fiitterungs- 
BE 2 | stad. 1886] 50.101 | 7.4099| 0.8120] 0.53) 2.78| 10.5| 70.9 
10 4 3 | wahrend d. 
lleva Schlafs 1675} 54.763 | 7.3985) 0.8426) 0.66 3.94, 12.1) 89. 
12 hg | Bach d. Haut- 
a4 ung 1829) 55.104 | 6.7558] 0.8880) 0.66 BsGdy oO Oleu 
15 | 4 | Fiitterungs- 
E a stad. 772) 161.985 | 21.3010] 2.6142) 1.38 5.59 8.5| 64.8 
156 | 4 = | wiihrend d. 
a7 Schlafs 802] 150.427 | 19.0140) 2.3078] 0.98| 12.22 6.5| 51.5 
16 bg | Bach d. Haut- 
rad ung 718} 110.249 | 12.9763) 1.7662] 0.88] 12.26 8.0} 67.8 
19 3s £ Fiitterungs- Q 100) 72.76 9.5025} 1.3004} 0.90) 90.00) 12.4] 94.7 
= a stad. i) 100} 63.77 8.2965] 1.0782] 0.65) 65.00} 10.2) 78.3 
21 > 8 | wahrend d. Q 130}117.56 | 14.9536) 1.7634] 1.29| 99.23) 11.0] 86. 
Febre Schlafs ) 140/110.94 | 14.1892) 1.6656) 1.37| 97.86] 12.4| 96.6 
23 ; nach d. Haut-| 130} 105.79 | 12.6631] 1.6134] 1.22] 93.85], 11.5} 96.3 
2S) ung 8 | 125] 93.60 |11.4847/1.4924| 1.04] 83.20] 11.1] 90.5 
PATE g = Maximalfiit- | 9 25} 84.70 | 11.5277) 1.4898) 0.80 | 320.0 9.5} 69.4 
ies terungsstad. | 6 33] 98.92 | 13.1366} 1.7914! 0.88 | 266.7 8.9} 66.9 
SO Ay | é ; Q 30| 85.97 | 17.7786) 1.0532] 1.90] 633.3 22.1} 106.9 
> | Spinnreife 
& 30| 81.40 | 17.6068) 1.0130} 1.44 | 480.0 17.7} 81.8 
34 a 5 Verpuppungs-| @ 100} 179.84 | 55.1210) 2.5498) 6.40) 640.0 35.6 | 116.1 
aie zeit 6) 100} 150.60 | 49.0956) 2.2882] 4.64 | 464.0 30.8| 94.5 
Ay te 
iS Nach der 
46 eo Hiablage 9 200| 84.33 | 18.3464] 1.2306] 3.84}192.0 | 45.5] 209.0 
q Nach der 
a Kopulation & 200) 86.46 | 29.3330) 1.3183] 4.44 | 222.0 51.4| 151.4 
OF 2. Tage nach - 
= d. Hiablage 77383] 44.7973) 14.9062) 0.8728) 3.96 0.51) 88.4 265.7 


A Aikaor 


Fig. 10. Bigs ts 
Die Anderung des Hisengehaltes Die Anderung des Zinkgehaltes 
wihrend des Wachstums. wihrend des Wachstums. 
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Tage nach dem Ausschliipfen 
der Larve. 


Tage nach dem Aussehliipfen 
der Larve. 


A ...pro1lkg Frischgewicht. 


O....pro 10000 Individuen. 
O....pro 1 kg Trockengewicht. 
Bh 3 Ek A....Ausgekrochene Larve. 
“LH. ete.....1. Hautung ete. S....Spinnreife. 
V....Verpuppungszeit. 
Auch die 


gleichlich grosse Mengen Zink (104.1 mg) enthielten. 
Raupen hatten nach der Hautung prozentuell viel mehr als sie 
wahrend des Fressens in dem entsprechenden Wachstumsstadium 


enthielten. 
Dieses Verhaltnis wird deutlicher beim Betrachten der Zn- 


Kurve pro 1 Kg Trockengewicht. (Fig. 11) 


10. Anderung des Mn-Gewichtes wihrend des Wachstums. 


Die Mn- und Fe-Wachstumskurven zeigen grosse Ahnlichkeit. 
Die Mn-Kurve zeigte eine grosse Steigerung nach der 3. Hautung 
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in Folge des energischen Fressens, und die Kurve, die bei der 4. 
Hautung abgesunken war, erreichte bei dem 5. Maximalfiitterungs- 
stadium den Gipfel in der ganzen Lebensperiode, um dann mit der 
Zeit der Spinnreife und Verpuppung abzusinken. (Fig. 12) 
Verfolgt man die Mn-Kurve pro 1 Kg Frischgewicht wihrend 
des Wachstums, so zeigen die frisch ausgekrochenen Larven im 
- Gegensatz zu den anderen katalytischen Elementen den kleinsten 
Wert (1.72mg) in der ganzen Lebensgeschichte. Bei dem 1. 
Fiitterungsstadium stieg aber die Kurve steil an, um dann nach 
der Hautung wieder abzusinken. Solche ausgepraigten Steigerun- 
gen als Folge des energischen Fressens wiederholten sich in jedem 
Stadium regelmassig. Dieses Verhaltnis wird deutlicher beim 
Betrachten der Kurve pro Kg-Trockengewicht. 


11. Anderung des Cu-Gehaltes wiihrend des Wachstums. 


In grossen Ziigen war die Cu-Wachstumskurve ahnlich wie die 
Fe- und Mn-Kurve. Diese Cu-Kurve erreichte nach einer kleinen 
Erhebung beim 4. Schlaf ihren Gipfel beim 5. Maximalfiitterings- 
stadium, um dann allmahlich mit der Zeit der Spinnreife und der 
Verpuppung abzusinken. (Fig. 13) 

Beim Betrachten des Cu-Gehaltes pro 1 ke Frischgewicht ist 
zu bemerken, dass der Cu-Gehalt ahnlich wie die anderen kataly- 
tisechen Elemente (Fe, Zn) bei den frisch ausgeschlipfen Raupen 
den héchsten Wert (3.57mg) im ganzen Lebensverlauf hatte. 
Ausserdem enthielten die enthauteten Raupen (&hnlich wie bei Fe 
und Mn) weniger Cu als die Raupen wahrend des Schlafs. 


ALLGEMEINE BETRACHTUNGEN. 


1. Uber den Trockensubstanz-, Wasser-, Kohlenstoff-, 
Wasserstoff- und Aschengehalt. 


a) Verdnderung bei der Hautung. 
Durch die Ergebnisse meiner Arbeiten wurde klargestellt, dass 
der Wassergehalt in jedem Wachstumsstadium nach der Hautung 


am gréssten und waihrend des Fressens am kleinsten war. 
Viele Autoren, u.a. die Herren Prof. S. Kawase (1913) und 
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Die Anderung des Mangangehaltes wihrend des Wachstums. 


A. Akao: 


TABELLE X. 


5 =| Material z : Mangan mg pro 
feb} 
vies Wachstums- 2 hte E “43 A ae) Fa | a: bo 
or. stadium 9 o 2 5a” oe BA os BS hee 
ie A a R Sirsa a a 
0 , » | Ausgekrochen 146844] 60.000 | 15.0660 1.72] 6.86 
nm 
Sealers = Fiitterungs- 7 
= 2 | stad. 13760] 50.000 | 7.5050 5.92 | 39.44 
5 |. 8 | wihrend 4. 
~ | Schlats 8041] 50.016 | 7.5174 4.02 | 26.74 
6 nach d. Haut- 
“o | ung 11707| 60.003 | 8.7364 2,92 | 20.03 
9 | ££ | Fiitterungs- 1886} 50.101 | 7.4099 5.91 | 39.95 
= a stad. 
10 | SS | wihrend d. 1675] 54.763 | 7.3985 3.20| 23.66 
Schlafs 
12 nach d. Haut- 6.7558 
422 | ung 1829| 55.104 2.18 | 17.77 
15 | = | Fiitterungs- 772) 161.985 | 21.3010 5.48| 41.69 
= E stad. 
15 Se wihrend d. 802] 150.427 | 19.0140 3.09| 24.41 
Schlafs 
16 nach d. Haut- 
2 | ung 718| 110.249 | 12.9763 3.08| 26.20 
19 | S& | Fiitterungs- *100| 72.76 | 9.5025 9.13| 69.88 
EZ! stad. 100) 63.77 | 8.2965 6.95 | 53.39 
21 | © & | wihrend 4. 130}117.56 | 14.9536 2.56| 20.13 
Schlafs 140] 110.94 | 14.1892 2.71 |: 2121 
23 nach d. Hiut- 130] 105.79 | 12.6631 2.85 | 23.77 
o2| ung | 125] 93.60 | 11.4847 2.80| 22.81 
27 | $8 | Maximalfit- 25| 84.70 | 11.5277 4.01| 29.49 
= a terungsstad. 33] 98.92 | 13.1366 3.44| 25.88 
30 | ES bee 30| 85.97 | 17.7786 3.50| 16.93 
Spinnreife 30| 81.40 | 17.6068 3.29| 14.88 
34 | £5 | Verpuppungs-| 9 100| 179.84 | 55.1210 4.94| 16.11 
aS | zeit 8 100] 150.60 | 49.0956) : 4.52| 13.85 
Sere ot) 
Bi 2. Tage nach 
d. Hiablage 77383| 44.7973] 14.9062 4.96| 14,89 
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iio 27 Fig. 13. 
Die Anderung des Mangangehaltes Die Anderung des Kupfergehaltes 
wiahrend des Wachstums. wahrend des Wachstums. 
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0) O] 10 1 20 Lye Sine “0 3 10 = Th 
Tage nach dem Ausschliipfen Tage nach dem Ausschliipfen 
der Larve. der Larve. 


©O....pro 10000 Individuen. A pro 1 kg Frischgewicht. 
O....pro 1 kg Trockengewicht. 


1D, od Bee A....Ausgekrochene Larve. 
TH. Cte, er I. Hiutung ete. S....Spinnreife. 
V....Verpuppungszeit. 


Prof. E. Hiratsuka (1917, 1920) haben auch schon diese Beob- 


achtungen gemacht. Vor einigen Jahren veroffentlchte Herr Dr. 
K. Kuroda (1934) eine Arbeit, in der er mit Hilfe seiner Mikro- 


methode zur Bestimmung des Wassergehaltes von biologischen 
Korperfliissigkeiten sehr interessante Resultate tiber den Wasser- 


gehalt der Seidenspinnerhamolymphe wihrend des Wachstums 


gefunden hatte. Er teilte dabei mit, dass die Raupen nach jeder 
Hautuiig—es war ihm gegliickt, schon vom 1. Wachstumsstadium 


an den Wassergehalt der Himolymphe quantitativ zu bestimmen— 
den gréssten Wassergehalt der Hamolymphe wahrend des betref- 


33 £ A. Akao: 
TABELLE XI. 
Die Anderung des Kupfergehaltes wahrend des Wachstums. 
Bo Material : ; Kupfer mg pro 
r= : e 
rq P Be eS. | eee 
i Re 3) 8) pee ee ee eee 
Sei cag uuae so = I 2 Skowl Sw0|/ Se l/Hs¢|Hel  # 
as stadium 5) AS) on ons a 5 og |Ho| 2S 
one oo ee ere % i Soo eae eae 
Noe O is Be sS < seid || Bers: 5 
oe = = on on “A 
a 4A Fy iF Ls a 
0 . » | Ausgekrochen 146844] 60.000 | 15.0666] 1.2876) 0.215] 0.015) 3.57| 14.21 
mn 
Salers : Fiitterungs- 
iS es stad. 13760] 50.000 | 7.5050) 0.8614} 0.140]. 0.102) 2.79) 18.60 
Sin th ee = | wiihrend d. 
pa Schlafs 8041] 50.016 | 7.5174| 0.7796] 0.074] 0.092] 1.48} 9.84 
6 nach d. Haut- 
aD ung 11707] 60.003 | 8.7364] 1.0352) 0.062) 0.053] 1.03} 7.07 
9 £3 Fiitterungs- 1886} 50.101 | 7.4099] 0.8120} 0.096} 0.511} 1.92} 13.01 
ow tad. 
Some 
10 | SS | wihrend d. 693] 21.170 | 2.8601] 0.3258] 0.039] 0.566] 1.85] 13.71 
Schlafs 
12 nach d. Haut- 
2 ung 825] 25.088 | 3.0758] 0.4042] 0.035] 0.424] 1.40] 11.38 
15 Ss Fiitterungs- 450} 64.775 | 8.5179] 1.0455] 0.045] 1.000] 0.70| 5.29 
iz tad. 
cae © 
alley = £ | wihrend d. 802] 150.427 | 19.0140] 2.3078) 0.157] 1.956) 1.04] 8.25 
Schlafs 
16 nach d. Haut- 
Be ung 718] 110.249 | 12.9763] 1.7662] 0.058] 0.808] 0.53] 4.47 
19 as Fiitterungs- 2) 70) 49.53 6.4686] 0.8826) 0.084] 12.03 | 1.69} 12.94 
nay stad. 3 65| 41.39 5.3848] 0.6999] 0.050] 7.72 | 1.21] 9.32 
21 eats wahrend d. fe) 58) 52.23 6.6437] 0.7835] 0.103 |17.83 | 1.98] 5.57 
Schlafs 3 60| 46.96 6.0062} 0.7049} 0.115/19.10 | 2.44] 19.08 
23 nach d. Haut-| 60} 48.91 5.8545) 0.7459] 0.082 | 13.63 | 1.67} 13.97 
ae ung ro) 65) 46.16 5.6638] 0.7358) 0.060) 9.23 | 1.30] 10.60 
224 gs Maximalfiit- | 2 12} 42.09 5.7284! 0.7404] 0.074 | 61.5 1.75 | 12.88 
= a terungsstad.| 3 12} 35.38 4.6985] 0.6407} 0.059/ 49.3 | 1.67] 12.60 
30 alae bree 2 15) 41.95 8.6753] 0.5139] 0.(87|57.7 | 2.06] 9.98 
Spinnreife “|g 15] 41.15 | 8.9008) 0.5119| 0.058|38.6 | 1.41] 6.51 
34 2 5 Verpuppungs-| 2 100) 179.84 | 55.1210} 2.5498) 0:368)36.8 | 2.05] 6.68 
ae zeit i) 100} 150.60 | 49.0956] 2.2882) 0.359 | 35.90 | 2.39] 7.32 
Ay th 
Ei 2. Tage nach 
d. Hiablage 77383| 44.7973] 14.9062] 0.8728] 0.195] 0.025] 4.35] 13.08 
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fenden Stadiums zeigten und zitierte meine Resultate (Akao 
1932 d).' Beziiglich des Kérperwassergehaltes des Seidenspinners 
kam er zu der gleichen Uberlegung wie ich. 

Betrachtet man Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Aschengehalt 
pro 100 g Kérpergewicht, so hatten die Raupen nach jeder Hiutung 
den kleinsten Kohlen- und Wasserstoffgehalt in der entsprechenden 

“ Wachstumsperiode. 

Die Tatsache, dass die Raupe nach der Hiutune nicht nur den 
grossten Wassergehalt des Korpers sowie der Hamolymphe sondern 
auch stofflich den kleinsten Kohlen- und Wasserstoffgehalt und den 
erdssten Aschengehalt wahrend des entsprechenden Wachsstums- 
stadiums zewt, hat uns nicht nur bei der Forschung iiber die 
Diapause und Hautung des Seidenspinners allein sondern itiber- 
haupt allegemein der Insekten viel zu sagen. In dieser Hinsieht sind 
die Ergebnisse der Arbeiten von Demjanowski & Prokoffjeva 
(1935) und Herrn Dr. Kuwana (19387) sehr interessant. Nach 
ihnen zeigt die gesamte Reduktionskraft der Seidenspinnerhamo- 
lymphe gleich vor jeder Hiiutung den héchsten Wert. Es lasst sich 
vermuten, dass die Zustandsanderunge des Korperwassers sowie 
eine Reihe der chemischen Erscheinungen wihrend des Schlafs als 
die Vorbereitune des beginnenden Wachstums lebhaft vor sich 
gehen. 

b) Frischausgekrochene Raupe. 

Es ist von grossem Interesse, dass die frisch ausgekrochenen 
Raupen den héchsten Trocken-, Kohlenstoff-, Wasserstoff-, Aschen- 
und Stickstoffgehalt (Akao 1932 b) wihrend des Jugend-Wachs- 
tumsstadium zeigten. (Tab. III, IV, u. Fig. 14). 

c) Verinderungen vor und nach der Verpuppung. 

Im spiteren Stadium als dem 5. maximalen Fressen, zeigte der 
Aschengehalt ein gegensiatzliches Verhalten zu dem Trocken,- 
Kohlenstoff-, Wasserstoff-, und Stickstoffgehalt bei beiden Gesch- 
lechten. Erst im spiteren Puppenstadium, wo die Hntwicklung 
der Geschlechtsorgane vollendet ist, kam der geschlechtliche Unter- 
schied beziiglich des Kérperwasser-, Kohlenstoff- und Wasserstoff- 
gehaltes deutlich zum Vorschein. Nach der geschlechtlichen Funk- 
tion nahm der Kérperwassergehalt des minnlichen Schmetterlings 
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Fig. 14. enorm ab, im Gegensatz blieb aber der 

Die Anderung des Stickstoff- des Weibchens vor und nach der Hi- 

aaa eae Bg ablage praktisch unverandert. Gleiche 

Ergebnisse hat auch Herr Prof. H. 

Hiratsuka  veroffentlicht (1917, 
1920). 

Solche Ergebnisse sind von 


grossem Interesse, wenn man bedenkt, 
dass waihrend des spateren Puppen- 
stadiums einerseits das Korperfett 
zwar bei Weibchen weiter abnahm, 
aber bei Mannchen fast unvermindert 
blieb. (Siehe Hiratsuka, 1917, 1920, 
Akao, 1931b, Ozaki, 1936) und 
andererseits das Mannchen im Wasser- 
gehalt der Hamolymphe das Weib- 
chen tiberholte (Kuroda, 1934). 


Stickstoff (g) 


2. Dire Besonderheiten der Na-, K, 
Ca-, und Mg-Wachstumskurve. 


1) 1) a0 BI 


Tage nach dem Ausschliipfen a) K-Gehalt: Weil die Maul- 

der Larve. beerblatter an Kalium sehr reich sind, 

O....pro 100 Individuen. behielten die Raupen wihrend des 
A....pro 100 g Frischgewicht. ae 

beth ere ees Fressens grosse Mengen Kalium als 

TH. ete... .. I. Hautung ete. Futterest und Kot im Darm zuriick. 


S....Spinnreife. - F : 
vAIm....vor dem Ausschliipfen. Demgegeniiber enthielten die Raupen 


des Images. nach der Hautung, die spinnreifen 

Raupen und die Puppen viel kleinere 

Mengen Kalium und ins besondere seinen Wert an Puppen kénnte 

man praktisch als wahren K-Gehalt des Individiums annehmen. 
(Siehe Tab. XII). 

b) Ca-Gehalt: Wahrend des Schlafs hatten die Raupen den 
grossten Calcium-Gehalt, der sich dann bei der Hautung stark 
verringerte. Diese typische Veranderung im Anschluss an die 
Hautung tritt noch viel deutlicher beim Betrachten der Ca-Pro- 
zentkurve aus dem Aschengehalt hervor (Tab. XIII). Die 


Beitriige zum Wachstumsphinomen des Seidenspinners. 337 


TABELLE XII. 


Na-, K-, Ca- und Mg-Gehalt der abgelegten Haut bei der Verpuppung. 
(Japan. Rasse 107, 17/VI ’33) 


Tadeviduen Frischgewicht Trockengewicht Aschengewicht 
| g. g. g. 
| 
403 | 4.03 | 0.2792 
Na K Ja Mg 
Aus 0.2792 g¢. Asche 12.66 mg. 90.30 mg. 22.30 mg. 7.34mg. 
pro 10,000 Individuen 0.3141 g. 2.2408 g. 0.5534 2. 0.1821 ¢. 
In % der Asche 4.53 RBS) ak 7.99 2.68 


‘Analysenergebnisse der abgelegten Haut bei der Verpuppung 
klaren auch diese Verhaltnisse. 

Der absolute Ca-Gehalt des Mannchens, der bei den spinnreifen 
Raupen bedeutend kleiner als der des Weibchens war, wurde bei 
der Pupperperiode vom Weibchen fast tibertroften. 

Diese Tatsache koénnte man dadurech erklaren, dass der tiber- 
wiegende Anteil des gesamten Puppencalciums in den Kokon tiber- 
ging (Siehe Tab. XIV). Dabei ist der Kokon bei beiden Gesch- 
lechtern beinahe gleich schwer, obwohl das Puppengewicht des 
Weibchens demjenigen des Mannechens weitaus tiberlegen ist. 

Hierzu sind die beiden folgenden Angaben von Interesse. 

1) Die Raupen von Antheraea pernyi Gner, eine Rasse der 
wilden Seidenraupen, haben nach der Angabe von T. Nagaoka 
(1909) die eingentiimliche Gewohnheit, die eigene abgestreifte 
Haut wieder zu verschlucken, um sie dann nach einigen Stunden 
wiederum auszuspucken. Sofortiges Wegnehmen der abgelegten 
Haut vor dem Fressen kann ein gestortes Wachstum verursachen. 

2) Bei der Flacherie des Seidenspinners nimmt der Ca-Gehalt 
der Himolymphe nach den Ergebnissen von O. Fujii (1926) 
deutlich ab, 

Diese Beobachtungen und die Ergebnisse meiner <Arbeiten 
begriinden die Vermutung, dass der Calcium-Bestand bei der 
Hiiutung und Spinnung, tiberhaupt im 5. Wachstumsstadium, wo 
die Entwicklung der Seidendriisen lebhaft fortschreitet, in dem 
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TABELLE XIII. 
Die Anderung des Gehaltes der verschiedenen Aschenbestandteile in % der 

Asche wihrend des Wachstums. 
(Japanische Rasse 107, 18/X — 1932). 


PE) a Wachstums- 2 Na | K | Ca | Mg| Zn | Fe | Mn} Cu 
ao stadium y 
EE % | %| %| %|% | %| %| % 
0 » & | Ausgekrochen 0.71 | 20.69] 1.52} 4.53 | 0.473] 0.072) 0.008} 0.016 
3 <S — | Futterungs- 
Cam stad. 1.00 | 26.79) 2.57] 2.48 | 0.132) 0.047) 0.034) 0.016 
5 oe & | wahrend d. 
AS Schlafs 1.79 | 23.52} 4.76| 3.05 | 0.114 0.029) 0.025) 0.009 
6 4 | nach d. Haut- 
ay ung 1.54 | 24.51) 3.07] 3.01 | 0.128) 0.043) 0.016] 0.006 
9 = © | Fiitterungs- 
= 2 |. stad. 1.71 | 26.34} 4.08 | 2.78 | 0.043] 0.045] 0.036] 0.017 
10 4 = | wihrend d. 
re Schlafs 1.61 | 25.22) 5.49} 2.47] 0.077] 0.022) 0.020} 0.012 
12 h @ | nach d. Haut- 
Se ung 1.57 | 26.02} 3.80] 3.09 | 0.072! 0.021) 0.013} 0.008 
15 2 | Futterungs- 
= 2 stad. 1.49 | 27.56] 4.39 | 3.18 | 0.051) 0.041) 0.033] 0.004 
15 = | wahrend d. 
Rm Schlafs 1.74 | 25.54} 5.03) 3.42 | 0.041) 0.028) 0.020 0.007 
16 b » | nach d. Haut- 
ras ung 1.68 | 24.59) 3.97] 3.37 | 0.049) 0.027] 0.019) 0.003 
19 so | Fitterungs- 2 | 2.08 | 27.65] 3.47 | 2.86 | 0.070] 0.108} 0.052) 0.010 
= a stad. 4 | 2.29 | 28.13) 4.19] 3.09 | 0.060} 0.098) 0.041) 0.007 
21 ate wihrend d. 2 | 1.97 | 26.67) 4.92] 3.64 | 0.073) 0.025] 0.017] 0.013 
im Schlafs 3 | 1.98] 26.24} 4.24] 3.63 | 0.080) 0.026) 0.018] 0.016 
23 4 ® nach d. Hiiut-| 2 | 1.23 | 26.55) 3.64] 3.57 | 0.069) 0.032} 0.017] 0.010 
san) ung S$ | 1.30] 27.25] 4.00] 3.61 | 0.069] 0.032) 0.017] 0.008 
27 ay | Maximalfiit- | 2 | 1.56 | 27.16) 3.66] 2.83] 0.052! 0.068) 0.622] 0.010 
= 2 terungsstad. | 36 | 1.22 | 28.56) 3.37] 2.98 | 0.047/ 0.056] 0.018] 0.009 
30 ms ; ; 2 | 1.55 | 24.05) 5.32] 4.35 | 0.1623) 0.033) 0.026] 0.015 
£ | Spinnr . 
a eee 5 | 1.65 | 25.32] 3.89] 4.10 | 0.135] 0.032} 0.025] 0.011 
ae ; 
34 4.2 | Verpuppungs-| 2 | 1.55 | 20.48) 4.05| 5.47 | 0.242) 0.041) 0.034) 0.014 
ans zeit $ | 1.70|19.81| 4.17) 5.26 | 0.192) 0.037) 0.028) 0.015 
Ay tm ie 
Nach der S 
x8 5p Eiablage @ | 1.59|19.71| 1.98} 3.30 | 0.312) 0.089 
S| Nach der 
4 ee 6 | 1.75] 20.34] 1.90] 4.33] 0.337| 0.115 
Ri 2. Tage nach 
d. Hiablage 16.68 0.454] 0.121) 0.025} 0.022 
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normalen physiologischen Verlauf des Seidenspinners eine grosse 
Rolle spielt. 

c) Im Gegensatz zu den anderen formbildenden Elementen 
(Na, K, Ca) enthielten die frisch ausgeschliipften Raupen den 
grossten Mg-Wert. Das Magnesium scheint also in diesem Sinne 
vielmehr nahere Beziehungen zu den katalytischen Elementen zu 
haben. (Siehe Tabelte XIII). 


TABELLE XIV. 


Verteilung des Calciums in der Puppe und dem Kokon. 
(Japan. 107, 17/VI ’33) 


100 Puppen Ca-Gehalt pro 
See Puppen 100 Individuen aaa 100 abgelegte 
Kokons (exkl. Kokons) | (inkl. Kokons) 100 Kokons Hiiute 
Q 24.44 g, 155.40 g. 107.19 mg. 
71.14 mg. 5.53 mg. 
6 24.96 g. 125.96 g. 102.72 mg. 


3. Das Verhalten der katalytischen Elemente 
wihrend des Wachstums. 


a) Die Tatsche, dass die frisch ausgekrochenen Raupen nicht 
nur Fe’ sondern auch Zn und Cu in unvergleichbar grossen 
Mengen enthielten, ist sehr wichtig. Das bekannte Bunge- und 
Bertrandseche Phainomen (Bunge 1889, 1892; Bertrand und 
Vliadesco 1921), das die beiden Autoren seinerzeit unter der 
oligodynamischen Wirkung der katalytischen Elemente nur auf das 
Saugetier-Wachstum bezogen, muss also eine Erweiterung auf die 
Insekten erfahren. Im Gegensatz zu den Siugetieren verhalt sich 
aber das Mangan bei den Seidenspinnern, d.h. die frisch aus- 
gekrochenen Raupen enthielten den geringsten Mn-Gehalt. Dieser 
nahm dann mit der Fiitterung stark zu. Dieses Verhalten wird 
spater noch ausfiihrlicher behandelt. Hier soll nur betont werden, 
dass Mn bei dem Seidenspinner eine von den anderen katalytischen 


1) Nur im Bereich des Fe-Gehaltes wurde schon von Kojima (1930) 
u. a, mitgeteilt. 
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Elementen ganz verschiedene physiologische Bedeutung haben 
muss. (Siehe Tabelle XIII). 

b) Weil die Maulbeerblatter ausser K, Ca in grossen Mengen 
auch mehrere katalytische Elemente, abnehmend mit der Reihen- 
folge von Mn, Fe, Zn enthalten, (Tab. XV) konnen die im 
Verdauungskanal zuriickgebliebenen Maulbeerblatter sowie Kot- 
stiickchen mehr oder weniger die Resultate des wahren Gehalts 
der Kérperbestandteile des Seidenspinners beeinflussen. In dieser 
Beziehung wurde der Fe- und Mn-Gehalt des Korpers sehr, dagegen 
der Zn-Gehalt wenig beeinflusst; zwischen diesen beiden lag der 
Cu-Gehalt. In grossen Ziigen war der Cu-Gehalt wahrend der 
Fiitterung oder wahrend des Schlafs hoher als nach der Hautung. 


TABELLE XV. 


Zn-, Fe- und Mn-Gehalt in den Maulbeerblattern. 
(‘‘Ichihei’, 19/VI °33) 


Frischgewicht Trockengewicht Aschengewicht 


g. g. sg. 
391.35 82.1563 10.4752 
Zn. Fe Mn 
Aus 10.4752 g Asche 1.75 mg. 5.13 mg. 9.80 mg. 
pro Lkg Frischgewicht 4.47 mg. | 13.14 mg. 25.04 mg. 
pro 1kg Trockengewicht 21.3 mg. 62.4 mg. 119.3 mg. 
In % der Asche 0.0167 0.0490 0.0935 * 


* Nach der Angabe von Herrn Dr. Sh. Bite (1927) war der Mn-Gehalt 
in den Maulbeerblaittern in verschiedenen Jahreszeiten 0.04-0.5% der Asche 
(als MnsO. berechnet). 


Wie schon aus den Ergebnissen meiner Untersuchungen her- 
vorgeht, unterlag der Gehalt der verschiedenen Korperbestandteile, 
insbesonder der Gehalt der katalytischen Elemente einerseits einer 
eigentiimlichen Fluktuation, welche durch das im Verdauungskanal 
zuriickbleibenden Futter verursacht und infolgedessen in jeder 
Wachstumsstufe wiederholt beobachtet wurde, und anderseits einer 
bestimmten und eindeutigen Anderung, welche durch den Wachs- 


Beitrage zum Wachstumsphinomen des Seidenspinners. 341 


tumszustand sowie das Geschlecht u.s.w. verursacht wurde. Die 
letzt genannte Anderung des Gehaltes, welche in jeder Wachstums- 
periode hervorgebracht wurde, soll sich auch wiederum in die 
Anderung der aktiven Korperbausteine und die Anderung der 
nicht so aktiven Bestandteile wie Sekretstoffe oder ihre Vorstufe 
teilen. Der Gehalt der einzelnen Stoffe hingt also dabei von den 
-Umstanden ab, ob entweder die aktiven Korperbestandteile oder 
die von ihnen produzierten Bestandteile tiberhandnehmen. 

Es mussen also, wenn man zu einwandfreien Schhissen iiber 
den realen Gehalt des einzelnen Korperbestandteils kommen will, 
alle die angefitihrten Umstinde beriicksichtigt und analysiert 
werden. 

¢) Physiologische Bedeutung des Zinks und Mangans im 
Seidenspinnerwachstum. 

Abweichend vom Verhalten der anderen katalytischen Ele- 
mente war der Zn-Gehalt bei den spinnreifen Raupen grosser als 
der bei dem 5. Maximalftitterungsstadium. Er blieb auch dann 
bis zur Verpuppung auf der gleichen Hohe. Ausserdem war die 
weibliche Puppe reicher an Zink als die miannliche. 

Wie sollen soleche Higentiimlichkeiten erklart werden? 

Wie verteilen sich Zn und Mn in den verschiedenen Organen 
und Geweben des Seidenspinners ? 
| Um diese Fragen zu klaren, wurde eine Reihe von Untersu- 
chungen vorgenommen. Diese ergaben, dass grosse Mengen Zn in 
der Ovarien und Hiern erhalten waren (Tab. XVI, u. XVII). 
Speziell im Embryo fand sich Zink—in meinem Fall in der frisch 
ausgekrochenen Raupe (Es waren etwa 80% des gesamten Zn-Ge- 
haltes aus dem EHi.)—; Mn dagegen lokalisierte sich bis auf 90% 
in der Hischale. (Siehe Tab. X VIIT) 

Ganz anders lagen die Dinge bei der abgelegten Haut und 
bei dem Kokon. Hier war naémlich Mn starker vertreten. (Siehe 
Tab. XIX, u. XX). Ganz abweichend von ihrem Sekret, dem 
Kokon, verhielten sich die Seidendriisen. Sie enthielten namlich 
iiber das Zehnfache mehr an Zn als der Kokon. (Es handelt sich 
hier natiirlich um Kokons, die vom gleichen Seidenspinner gespon- 


nen worden sind). 
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TABELLE XVI. 


K-, Zn-, und Mn-Gehalt der Ovalien. 
(Japan. Russe 107, am 9. Puppentag., 20/VI 734) 


Frischgewicht Trockengewicht Aschengewicht 


Individuen Ps g. g. 
150 58.472 16.7446 0.9566 
K Zn. Mn 
Aus 0.9566 g Asche 216.15 mg. 2.14mg. 0.256 mg. 
pro 10,000 Individuen 14.41 g, 143.6 mg. 17.93 mg. 
pro 1 kg Trockensubstanz | 12.9086 g. 127.8 mg. 15.26 mg. 
In % der Asche 22.60 0.224 0.027 


TABELLE XVII. 


K-, Zn-, Fe-, Mn- und Cu-Gehalt der Seidenspinnereier. 
(Japanische Rasse 107, bivoltine Hier am 2. Tag nach der Hiablage) 


peters ee | Frischgewicht Trockengewicht | Aschengewicht 
| g. g. | g. 
77383 | 44.7973 14.9062 | 0:8728 
K Zn Fe Mn Cu 


Aus 0.8728 g. Asche! 148,99 mg. 3.96 mg. 1.06 mg. 0.222 mg.| 0.195mg. 
pro 10,000 


Taniviauen 24.24 mg. 0.512 mg.) 0.1837mg.| 0.029mg.| 0.025 mg. 
pro 1k < sie % 
E Tock nae 9.995 g. |265.66mg. | 71.11mg. | 14.89mg. | 13.08meg. 
In % der Asche 16.68 0.454 0.121 0.025 0.022 


TABELLE XVIII. 


Verteilung des Zinks und Mangans im Seidenspinnerei. 
(Chinesische Russe 14 x Europitische Rasse 17, 28/VIL ’34) 


i) Frisch ausgeschliipfte Larve. 


Thdividuen Frischgewicht Trockengewicht Aschengewicht 
a. g. g. 
66850* 30.8250 mg. 6.6414 0.5726 


* 


Berechnet aus dem Wert (9667 Individuen = 4.4578 g) 
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| Zn | Mn 
Aus 0.5726 g Asche | 3.28 mg. | 0.02 mg. 
pro 10,000 Individuen | 0.491 mg. | 0.003 mg. 
| 
In % der Asche | 0.573 | 0.003 
yu) Hischale. 
Zahl Frischgewicht Trockengewicht Aschengewicht 
g- g. g- 
216450** | 17.2680 13.1356 0.3088 


** Berechnet aus dem Wert, (7999 Eischalen = 0.6382 g). 


Zn Mn 
Aus 0.3080 g Asche 1.98 mg. 0.68 mg. 
pro 10,000 Eischalen 0.092 mg. 0.031 mg. 
In % der Asche | 0.641 0.220 


TABELLE XIX. 


Zink-, Hisen- und Mangangehalt der bei der Verpuppung abgelegten Haut. 
(Japanische Rasse 107 9, 17/VI 33) 


Tadeeidden Frischgewicht Trockengewicht Aschengewicht 
g- fa g. 
489 4.8994 4.4132 0.4016 
| 
Zn Fe | Mn 
Aus 0.4016 g Asche 0.365 mg. 0.53 mg. | 0.392 mg. 
pro 10,000 Individuen 7.464 mg. 10.842 mg. | 8.017 mg. 
In % der Asche 0.091 0.132 0.098 
TABELLE XX. 
Zink-, Eisen- und Mangangehalt des Kokons. 
(Sapanische Rasse 107 ?517/VI ’33) 
| . 
Zahl Frisechgewicht Trockengewicht Aschengewicht 
Me g. g. g. 


439 114.5368 103.92 1.3286 
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Zn Fe Mn 
Aus 1.3286 g Asche 0.19 mg. 0.28 mg. 0.962 mg. 
pro 10,000 Individuen 4.328 mg. 6.378 mg. 21.910 mg. 
In % der Asche 0.014 0.021 OE 


Nach Herrn Dr. T. Watanabe (1919) enthielten die Kokons 0.298% 
Mn yon der Asche (als MnzOx berechnet). 


Dagegen gab es keinen nennenswerten Unterschied beim Fe- 
und Mn-Gehalt zwischen dem Kokon und der Seidendriise. (Siehe 
Tabs kek): 


TABELLE XXI. 


Zink-, Eisen- und Mangangehalt der Seidendrisen. 
(Japanische Rasse 107 2,18/1X ’33) 


S06 Frischgewicht Trockengewicht Aschengewicht 
Individuen 
g- g. g- 
150 121.35 31.0816 | 1.1444 
Zn Fe Mn 
Aus 1.1444 g Asche 0.69 mg. 0.12 mg. 0.444 mg. 
pro 10,000 Individuen 46.0 mg. 8.0 mg. 29.6 mg. 
In % der Asche 0.060 0.011 0.039 


Der im Vergleich mit ihrem Sekret, dem Kokon ausserordent- 
lich hohe Zn-Gehalt in den Seidendriisen, die zur Bildung des 
Seidenfibroins sowie Sericins titig sind, deutet die physiologische 
Rolle des Zinks im Seidenspinner gut. In diesem Zusammenhang 
ist die Angabe von Herrn Dr. M. Ono (1936), die er aus den 
Hrgebnissen des Herrn Dr. J. Machida (1926) ausgewertet hat, 
sehr interessant. Danach betraigt das Volumen der driisenzelligen 
Gewebe beinahe 50% des gesamten Volumens der Seidendriisen. 

Wie ich schon mitteilte (Akao 1935), steht der Zn-Gehalt in 
der Hamolymphe in engerer Beziehung zu der Entwicklung der 
Geschlechtsorgane. Durch weitere Untersuchungen wurde fest- 
gestellt, dass in der Hamolymphe Zn unter den wichtigsten 
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katalytischen Elementen mengenmissig am gréssten war, ihm 
folgen dann Fe und Cu. Mn war dagegen nur gering oder sogar 
nur ein hunderstel der Zn-Menge in der Himolymphe. (Siehe 
Tab. XXII). 


TABELLE XXII. 


a 


Die verschiedenen Aschenbestandteile der Seidenspinnerhiimolymphe. 
(Japanische Rasse 107 2,15 & 17/VI ’33) 


a) AIBYAWAL BS 


Aschengewicht 


Wachstumsstadium | ee si 
2. Tag des Puppenstadiums 19.5182 | 2.0966 
Zn Fe Mn | Cu 
Aus 2.0966 g. Asche 1.58 mg. 0.467mg.| 0.027mg. | 0.25mg 
pro lkg Trockengewicht 80.96 mg. 23.93 mg. 1.383 mg. | 12.79 mg 
In % der Asche 0.075 0.022 0.0013 | 0.012 
fy) aN BBE 
—_ ~ ; U 
Wien hiiaiets Gann a Eoes ene ouichy | gees Sc 
g. | : 
4, Tag des Puppenstadiums 25.7180 | 2.7476 
| | 
Na K Ca Mg Zn Fe Mn 
: meg. mg. mg. me. mg. mg. mg. 
aoe 2.7476 | 59.303 |476.32 (134.84 (207.14 | 3.36 | 0.70 | - 0.0328 
sche. 
i : or g. g. g. mg. meg. meg. 
pro kg. ; 2,306 | 18.523 | 5.346 | 8.056 |130.65 | 27.22 22%5 
Trockengewicht | 
x | 
In % der Asche 2.18 17.33 | 4.89 7.54 0.122 0.026 0.0012 


Aus den oben mitgeteilten Ergebnissen lasst sich also der 
Schluss ziehen, dass das Zink im allgemeinen an dem Ort, wo die 
Zelltitigkeit lebhaft vor sich geht, immer vorhanden ist, um dort 
eine grosse Rolle im biologischen Geschenen zu spielen. Die Be- 
hauptung der Schiiler G. Bertrands wurden durch diese Unter- 
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suchung bestitigt aber muss erweitert werden. 

Da sowohl die Ovarien als auch die Hier verhaltnissmassig 
reich an Mn sind, steht Mn in einer besonderen Beziehung zur 
Geschlechtsfunktion des Seidenspinners, fiir sein Wachstum aber 
hat Mn héchstwahrscheinlich ganz andere Bedeutung als Zn. Fir 
diese Annahme spricht der Reichtum an Mn in solechen Korper- 
teilen, z.B. Eischale, abgestossener Haut und Sekret (Kokon) 
u.a.m., die mit der Lebenstatigkeit nicht direkt zusammenhangen. 

Die Frage, in welcher Form Zn im Seidenspinner sich finden 
kann, ist zwar noch ganz offen, aber man kénnte soweit speku- 
lieren, dass Zn nicht mit einem Porphyrin, sondern moglicherweise 
mit Hiweiss in Verbindung steht. Denn Zn-Porphyrin ist, wie 
mir freundlicherweise die Herren H. Fischer und Keilin person- 
lich mitteilten, sehr labil. 

Der Menge nach ist Eisen nach dem Zink das nachst wichtige 
‘katalytische Element. In der Hamolymphe betrug es weniger als 
ein Drittel des Zinks, in der abgelegten Haut und dem Kokon gab 
es grdssere Mengen Fe als Zn, in den Seidendriisen dagegen 
bedeutend weniger als Zn und Mn. 

Wie oben erwahnt, waren die Hier sowie die frisch ausgekro- 
chenen Raupen besonders reich an Fe. Nach den Untersuchungen 
von Keilin ther das Cytochrom (1925) ist es keine Frage, dass 
Fe in der Physiologie der Insekten eine grosse Rolle spielt. 
Wie viele Teile des Hisens im Seidenspinner auf das Cytochrom 
entfallen, kann noch nicht beantwortet- werden. 

Dariiber, welche Rolle das Kupfer in der Insektenphysiologie 
spielt, besteht noch keine bestimmte Theorie. Bedenkt man aber, 
dass Cu relativ konzentriert in der Hamolymphe, den Eiern und 
den frisch ausgekrochenen Raupen als auch in den Puppen ent- 
halten ist, muss man mit Recht glauben, dass das Kupfer ahnlich 
wie Zn, Fe, Mn irgendeine wichtige Bedeutung in der Insekten- 
physiologie hat. 

Es steht aber auf jeden Fall ausser Frage, dass Zn, Fe, Mn, 
Cu die wahren konstanten Bestandteile der katalytischen Elemente 
des Seidenspinners sind. 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Viele Wachstumskurven, welche in bezug auf Frisch-, 
Trockensubstanz, Asche, C, H, Na, K, Ca, Mg, Fe, Zn, Mn und Cu 
die ganze Lebensdauer des Seidenspinners hindurch gewonnen sind, 
wurde angegeben. 

2. Die einzelne Wachstumskurve als ganzes zeigt eine 
eigentiimliche Spezifitit, die auf die physiologischen Bedeutung 
des betreffenden Stoffes deutet. 

3. Beim Betrachten der Wachstumskurve ist zu bemerken, 
dass sie die Abhiangigkeit der Gehaltsinderung des betreffenden 
Stoffes sowohl von dem Fiitterungs- als auch von dem Wachstums- 
zustand darstellt. Diese Abhangigkeit des einzelnen Stoffgehaltes 
von dem Wachstumszustand ist biochemisch sehr interessant in der 
Hinsicht, dass die aktiven Korperbestandteile und die von ihnen 
produzierten Stoffe sich in jeder Wachstumsstufe in verschiedenen 
Mengenverhaltnissen finden und solche Tatsache uns die biologische 
Rolle des betreffenden Stoffes andeutet. 

4. Bei den frisch ausgeschliipften Raupen zeigten Zn-, Fe- 
und Cu-Gehalt ihre héchsten Werte waihrend des ganzen Wachs- 
tums; im Gegensatz dazu ergab der Aschen-, Na-, K-, Ca-, und 
Mn-Gehalt seine kleinsten Werte; ganz verschieden von den iibrigen 
formbildenden Elementen, zeigte der Mg-Gehalt seinen hochsten 
Wert wahrend des jiingeren Stadiums. Dieses besondere Verhalten 
des Magnesiums zusammen mit seinem Hochstwert bei der Ver- 
puppung muss weiter untersucht werden. 

5. Die Verteilung der verschiedenen Aschenbestandteile in 
Seidenraupen, Puppen, Kokons, Hier u.s.w. wurde untersucht. Fur 
Ca wurden in der abgelegten Haut und im Kokon besonders hohe 
Werte erhalten, und der mégliche Zusammenhang des Ca-Bestandes 
mit dem physiologischen Verlauf des Seidenspinnerwachstums 
wurde diskutiert. Unter den katalytischen Elementen wurde Zn 
besonders konzentriert an dem Ort, wo die Lebenstitigkeit lebhaft 
vor sich geht, z.B. in den Seidendriisen, Hierstock, dem embryo- 
nalen Anteil des Hies (frisch ausgekrochene Raupe), Hamolymphe 
u.a. gefunden, im Gegensatz dazu wenig im Kokon sowie in der 


abgelegten Haut. 
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Ganz umgekehrt verhielt sich das Mn. Sehr konzentriert war 
es im Kokon und der abgelegten Haut, sehr wenig im Embryo 
(frisch ausgekrochene Raupe) und in der Haimolymphe. 

Die physiologische Verteilung des Zn und des Mn im Seiden- 
spinner ist voneinander ganz abgetrennt. Deshalb darf man wohl 
annehmen, dass diese beiden katalytischen Elemente eine ganz von 
einander getrennte Rolle in der Seidenspinnermetamorphose 
spielen. 

6. Vier katalytische Elemente (Fe, Zn, Mn, Cu) wurden 
im Seidenspinner nach der folgenden Reihenfolge quantitativ nach- 
gewiesen. 


Zn > Fe > Mn, Cu. 


Diese Reihenfolge unterscheidet sich auffallig von der bei den 


Saugetieren gefundenen. 
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BIOCHEMICAL STUDIES ON CARBOHYDRATES. 
XLIX. Submaxillary Mucin and Mucoid. 


By 


YASUHISA TANABE. 


(From the Medico-Chemical Institute, Hokkaido Imperial University, 
Sapporo. Director: Prof. H. Masamune.) 


(Received for publication, February 138, 1939 


In a previous paper (Tanabe, 1938) it was suggested that 
sublingual mucin is identical with the submaxillary. The writer 
collated his own analytical figures on the former with those ob- 
tained by Blix on the latter by means of different methods. In 
order to establish the identity more exactly, the writer prepared 
and investigated the submaxillary mucin, employing thoroughly the 
procedures which had been used for the sublingual. The figures 
obtained, to be given in this account, will demonstrate that the 
substances from both sources resemble each other well within the 
discrepancy which is allowed for such kinds of preparations. 

It will be seen that the connection is also the same between 
the mucoid specimens from these glands.” 

As regards the data on the sublingual mucin and mucoid, see 
the publications enumerated in the bibhography. 


EXPERIMENTAL, 
Preparation. 


Submaxillary mucin and mucoid were isolated and purified as 
were the sublingual. 17 gm. of mucin and 0.7 gm. of mucoid were 
obtained on the average from 1 kilogram of the tissue. 


Qualitative assays. 


The results of protein tests on the preparations were exactly 
similar to the corresponding glycoproteins from the sublingual 
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gland. Phosphorus was not detected. In both the mucin and 
mucoid, the aniline acetate and naphthoresorcinol tests suggested 
the presence of uronic acid, although not distinctly. They produced 
a red colour with Ehrlich’s reagent, not only when the alkaline 
solution had been heated previously but also when not heated 
(Blix’s test). 
Quantitative analyses. 
The quantitative data are listed in Table I. 


TABLE I. 
Analyses of submaxillary mucin and mucoid. 
Figures express the contents in per cent. 


Mucin Mucoid 
Analyses 
Preps le) Prepwlis |eRrep els iPrep. la brensel 
Nitrogen 12.8 12.6 12.7 11.3 10.2 


Total reduction, after 
acid hydrolysis”, as 
glucose 17.6 alfa 17.4 22.2 24.3 
Carbohydrate reduc- 
tion, as glucose 
i) without previous 


alkaline treatment 13.2 12.5 12.9 17.4 19.1 
ii) with previous 
alkaline treatment | 16.1 16.0 15:7 
Glucosamine” Salk 12.9 13.1 19.5 20.8 
Glucuronie acid, by 
the furfural method 3.9 4.8 Aoi 5.4 6.5 
Ordinary sugar 
as glucose PS” AGS Ore 
(2.1-2.7) | (2.2+3.0) | (2.4-3.2) 
as galactose 4.4 4.3 
CH:CO 6.6 7.0 7.0 8.9 9.2 
Sulfate-S 0.01 0.01 0.02 0.06 0.07 
Ash 0.28 0.28 0.32 2.9 Pall 


1) The duration of acid hydrolysis: 3 hours. 

+ 2) The numbers, 10.3, 10.6 and 10.5, which expressed the glucosamine 
contents in per cent of the preparations of sublingual mucin in the 33rd ‘paper 
of this series of investigation, were errorsein manuscript for 12.3, 12.6 and 
12.5. 

3) Average values of the three colorimetric reactions ‘(the second 
procedures of the Masamune-Tanabe method). The figures in parentheses 
show the maximal (the values by the orcinol reaction) and the minimal (the 
values by the indole reaction) values. 
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The mucin (Prep. 1) and mucoid (Prep. II) reduced, as such, 
ferricyanide to the extent of 9.9%" and 18.1% each of glucose. 

By the fractionation method of Masamune and Tanabe (the 
second procedure), the ordinary sugar of the mucoid was shown to 
be galactose ; whereas, in the mucin, more than one ordinary sugar 
was shown to exist, because the colour intensities by the three re- 
actions were not in accord with one another, when expressed as any 
of the hexoses. 

Typical examples will be given below. 


a) The mucin. 
Prep. III was adapted. The final solution corresponded to 


0.49% solution of the mucin. 


= : ’ Cone. (%) of the ordinary sugar in the 
: Colorimetric final solution, expressed as: 
Reaction reading 
a Galactose Mannose Glucose 
Orecinol they) 0.0118 0.0120 0.0155 
Indole THAD) 0.0150 0.0168 0.0118 
Diphenylamine I. 15.4 0.0215 0.0108 0.0123 


b) The mucoid. 
Prep. II was taken. lec. of the final solution corresponded 


to 5.4me of the preparation. 


9 J : Conc. (%) of the ordinary sugar in the 
y Colorimetric final solution, expressed as: 
Reaction reading 
oat Galactose Mannose Glucose 
Orcinol 8.4 0.0233 0.0250 0.0358 
Indole 12.4 0.0225 0.0245 0.0165 
Diphenylamine I. 14.0 0.0235 0.0135 0.0115 


1) Reduction by a specimen of sublingual mucin was equivalent to 9.3% 


of glucose. 
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Physical measurements. 


The mucin. 

The substance (Prep. II) was dissolved in water by means of 
the least requisite quantity of dilute NaOH solution. pH of the 
solution thus prepared was 8.35 and concentration 1.0275%. 

i) Optical rotation 


—0.22 x 100 
1e= = —21.4° 
lelD= T9021 x 1.0275 x1 
ii) Specific refraction 
(1.33475)*-1 1 100 _ (1.38268)*=1 1 100=1.0275 _ gs 


(1.33475)?+2 0.9994 1.0275  (1.33268)?+2 0.9973 1.0275 


The mucoid. 
Prep. II was adapted as watery solution. 
i) Optical rotation 
Cone. of the mucoid in the solution was 1.013%. 


—0.13 x 100 
1B TOR? 
lel>= 7 0063x1013 x1 oo 


11) Specific refraction 
Cone. of the mucoid in the solution 1.0%. 
Temp. was 12°C. 


(1.33467)? —1 bet, LOO (1.33315)?—1 p 100—1.0 
(1.33467)?+2 1.0038 1.0 (1.338315)?+2 0.9995 1.0 


=Ol203. 


The writer is much indebted to the Foundation for the Promo- 
tion of Scientific and Industrial Research of Japan for a grant. 
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BIOCHEMICAL STUDIES ON CARBOHYDRATES. 


L. Prosthetic Group of Corneamucoid. 


By 


MASAMI SUZUKI. 


(From the Medico-Chemical Institute, Hokkaido Imperial University, 
Sapporo, Director: Prof. H. Masamune.) 


(Received for publication, February 13, 1939) 


Levene and Lépez-Suarez! placed the carbohydrate group- 
ing of corneamucoid together with those of funis and vitreous 
mucins under a subgroup of mucoitinsulfurie acids in their classi- 
fication; while Karlberg recently claimed it to be a polysaccharide 
made up of glucosamine and a kind of hexose, probably mannose, 
in the proportion of 1 to 1. He based his conclusions on analyses 
of his mucoid preparations, which contained 7.7% glucosamine and 
8.0% “mannose”, with only 0.3% S separable by hydrolysis. 

Intending to clarify this problem, I at first prepared the 
mucoid in a like manner to Morner, but started with tissue which 
had been first dried with aleohol, and made analyses according 
to the procedures of our laboratory. The results affirmed neither 
of the foregoing assertions as the preparations involved glucosamine 
and galactose in one equivalent ratio; and moreover, sulfate-S in 
the same ratio, whereas glucuronic acid was not found. Sulfur 
in the form of sulfate was said by Karlberg to have amounted 
only to 0.22 equivalent of glucosamine in his preparation. Accord- 
ing to our experience, however, this inorganic radical, when com- 
bined with sugar, is cleft off with comparative difficulty, as already 
mentioned”? and in addition at least 6 hours are required for the 
complete precipitation of BaSO,. It is suspected accordingly, that 
Karlberg as well as Morner who insisted on the complete absence 


1) They isolated carbohydrate complexes directly from tissues not only 
from cornea but also from other kinds of animal material, throughout the whole 


of similar investigations. 
2) The 31st communication. 
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of sulfate-S, may have not amplified these analytical conditions. In 
the second undertaking, I tried to isolate the carbohydrate complex 
from the mucoid by following the procedures of Levene and 
Lépez-Sudrez. Although the preparations obtained were not 
sufficiently pure, the constituents of the complex remained in them 
in the same proportions as in the mucoid. The equivalent ratios 
of nitrogen to sulfate-S were 2.76 and 3.42, resembling the corre- 
sponding relations in the specimens which Levene and Lépez- 
Suarez assumed as mucoitinsulfuric acid without deciding if 
uronic acid, a characteristic constituent of itinsulfuric acid, were 
involved. These authors attributed the relative low content of 
sulfur to its instability in linking to the carbohydrate. The 
nitrogen values in their substances, on the contrary, seem to me 
too high, owing to the impurities containing this element. 

It is interesting that the hexosamine-hexose complex which is 
free from glucuronic¢ acid exists in some glycoproteins as an etherial 
sulfate similarly as has been well established in chondroitin and 
mucoitin. 

Meyer and Palmer appended to one of their communications 
on glycoproteins a note saying that they could isolate from cornea 
a substance having the composition of mucoitin sulfuric acid. The 
details have not yet been published. 


EXPERIMENTAL. 


Preparation. 
I. Mucoid. 


The corneas (of cows’ eyes) were removed from the screla, and 
the substantia propria was separated from the epithelial layer and 
from Descemet’s membrane mechanically, and then dehydrated 
by placing in 95% alcohol for several days. From 1440 corneas 
were thus obtained 90 gm. of dry dises. 

The dry discs were sheared with scissors, and, after the addi- 
tion of a thymol alcoholic solution, agitated in cold water» (1300 ce. 


1) Mérner employed potassium hydroxide solution and ammonical water 
besides water alone. 
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for 10 gm. of the material) with a stirrer for 5 days. The residue 
was extracted again for 3 days, by renewing the water; and to 
the combined extracts, which reacted neutrally, were added 30% 
acetic acid until the pH was lowered to 1.6. The deposits which 
appeared thereby were suspended in water (200 cc. when prepara- 
tion was begun with 10 gm. of the material), dissolved by means 
of a dilute K,COs solution, the pH being maintained within 8.0, 
and reprecipitated with acetic acid, after centrifuging off the in- 
soluble part. Purification was repeated once more in a like manner, 
but this time, alkali was not required for dissolution. The sub- 
stance was then washed with alcohol and ether and finally dried 
in vacuo over P2O;. The yield of Prep. I (from 10 gm. of dry 
material) was 150mg and that of Prep. II (material: 31 gm.) was 
0.6gm. To add an explanatory remark, the mucoid formed no 
shimy solutions in water and was precipitated always in the form 
of flock, as Morner observed. Precipitation occured more easily 
in the presence than in the absence of sodium chloride, which is 
just the reverse of the case of funis mucin. 


IT. The carbohydrate grouping. 


Separation was carried out on the principle which Levene 
and Lépez-Suarez adapted for isolating it from tissue, except 
that in the final stage the product was treated further with chloro- 
form and amylalcohol, as follows: 

300 mg of the mucoid were taken up in 20 ce. of 1.5% NaOH 
solution and stood at room temperature. After 3 days, the solution 
was acidulated with 30% acetic acid and heated with an excess of 
BaCOg powder on a bath for 2 days, with occasional agitation. 
Water was added from time to time, and it was finally centrifuged. 
The substance in view was then precipitated from the supernatant 
brownish liquid with 30 volumes of glacial acetic acid. The deposit 
was washed 10 times with alcohol, kneaded with 3 ce. of chloroform 
for 2 hours, and thereupon 15 ce. of water and 1 ce. of amylaleohol 
were further added, followed by shaking for 12 hours. After 
centrifuging the mixture, the substance was precipitated from the 
watery layer, as mentioned above, with glacial acetic acid, washed 
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with alcohol and ether and dried in vacuo (Prep. 1). <A crop of 
40 mg was obtained. 

Prep. Il was prepared from 0.5 gm. of the mucoid and the 
yield amounted to 50 mg. 


Qualitative Tests. 
I. The mucoid. 


Biuret, xanthoprotein, Millon, Sakaguchi, diazo and 
Molisch (deep reddish-violet coloration) tests were all positive. 
Hopkins-Cole and Morse reactions were negative. 

It was precipitated faintly by ammonium sulfate (at half 
saturation), mereurie acetate, mercuric chloride and tannic acid 
and markedly by phosphotungstic acid and trichloracetie acid, 
while not by ferricyanide-acetic acid. Heat coagulation did not 
take place. 

It was free from phosphorus. Although in a slight degree, 
B1lix’s test for amino-sugar was given immediately without previous 
heating of its alkaline solution. Naphthoresorecinol and aniline 
acetate tests for uronic acid were negative. 


Il. The specimens of the carbohydrate grouping. 
Biuret was given. The Molisch test gave a reddish violet 
colour. Naphthoresorcinol and aniline acetate tests were negative. 


Quantitatwe Analyses. 


Analytical data of the mucoid will be listed in Table I. 

In these specimens less nitrogen was contained than in 
Morner’s (12.63-12.97%) as well as in Oldfeldt’s (13.0-13.8%). 
For preparation, the tissue was treated here in advance with 
alcohol, as in the case of funis mucin.’’ Therefore, for the same 
reason as Stressed there, the present specimens are considered purer 
than those of the previous authors. Correspondingly, with respect 
to the carbohydrate content, these specimens surpassed conspicu- 
ously Karlberg’s, which like those of Mérner and of Oldfeldt, 


1) The 46th paper of this series of investigation (Suzuki, 1939). 
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TABLE I. 
Analyses of corneamucoid. 


In per cent Expressed as equivalents 
Teas Ae per equivalent weight 
Prep. I Prep. II Prep. I Prep. II 
Nitrogen 11.39 11.70 
Total reduction”, 
as glucose 38.23 37.57 
Carbohydrate redue- 
tion”, as glucose 24.12 24.03 
Glucosamine 12.88 12.26 1.00 1.00 
Galactose 
i Diphenylamine 
method I 12.86 12.76 
ii Indole method 12.74 12.89 
iii Orcinol method 12.86 12.89 
mean H2.82; 12.85 0.99 1.04 
Acetyl 3.28 3.04 1.06 1.03 
Sulfate-S 1,87 1.99 0.81 0.91 
Ash 3.49 3.42 


1) Duration of acid hydrolysis: 3 hours. 


had been separated from fresh tissue. 

The ordinary sugar was identified with galactose colorimetri- 
cally by the method repeatedly employed means in this laboratory. 
When expressed as mannose or glucose, the figures calculated from 
the intensities of coloration were not coincident. Next, in each of 
the preparations the carbohydrate reduction was in fair agreement 
with the total sum of the reducing forces calculated from galactose 
and glucosamine contents. The latter were in Prep. I, 24.08" and 
in Prep. II, 23.44%" as glucose. These findings and the negative 
result of naphthoresoreinol test all deny the existence of uronic 
acid. 

Finally the amino-sugar, galactose and acetyl were found to be 


9.92 x 2994. 19.98 x 859 94.98 and’ 12.85 x 209 + 19.96 x °° = 93.44 
1) 12.82x +1 88 ae 4.08 and’ 12.85 AP a0 
The relative reducing forces of galactose and glucosamine to glucose were 


derived from the experimental values of Masamune and Tanabe (1938). 
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present in an uniequivalent proportion. Sulfate-S amounted to a 
little less than the equivalent, but the divergencies were within 
analytical error. 

Conclusively it may be said that the prosthetic group of the 
cornea mucoid is taken up by a sulfuric ester of an equimolecular 
complex of acetylglucosamine and galactose. 

Analyses of the preparations of the carbohydrate complex gave 
figures embodied in Table II. 


TABLE II. 
Analyses of preparations of the carbohydrate grouping. 


Tt percent In equivalents per 
P equivalent weight 
Analyses 
Prep. I Prep. II Prep. I Prep. II 
Nitrogen 5.71 5.90 2.76 3.42 
Total reduction”, 
as glucose 52.50 47.22 
Carbohydrate redue- 
tion”, as glucose 48.14 43.75 
Glucosamine 22.05 1.00 
Galactose 
i Diphenylamine 
method I 26.60 21.96 
ii Indole method 26.60 21.96 
iii Oreinol method 26.83 22.22 
mean 26.68 22.05 1.00 1.00 
Acetyl 6.04 Teale! 
Sulfate-S 4.42 3.61 0.93 0.92 
Ash 10.91 


Levene and Lépez-Suaérez’s preparations: 3.93% N and 2.27% suifate-S 
(equivalent ratio of N to S: 3.96 to 1.00), and 4.62% N and 3.10% sulfate-S 
(equivalent ratio of N to S: 4.76 to 1.00). 

1) Duration of hydrolysis: 3 hours. 


The products still showed positive biuret reaction, owing to 
the insufficient strength of the alkali which was employed for 
cleaving off the protein part. The lack of material did not allow 
a further attempt with stronger alkali. Nevertheless, it is worth 
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noting that the mutual relationships among the components of the 
assumed carbohydrates remained so by the alkaline treatment, not- 
withstanding the marked reduction of nitrogen belonging to the 
protein fragment. The mutual relations among them would have 
been altered, if the carbohydrate grouping had not been made up 
of a single polysaccharide. 

I also attempted to isolate the carbohydrate complex directly 
from the tissue as did Levene and Lépez-Suarez. But the 
product appeared to involve more than one ordinary sugar because 
the reactions by means of orcinol, indole and diphenylamine gave 
colours of intensities which did not agree with one another, when 
expressed as any of the hexoses. 

The Foundation for the Promotion of Science and Industrial 
Research of Japan gave a grant towards the cost of this research, 
which is gratefully acknowledged. 
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BIOCHEMICAL STUDIES ON CARBOHYDRATES. 


LI. Carbohydrate Grouping of the Mucin from the 
Vitreous Humor. 


By 


MASAMI SUZUKI. 


(From the Medico-Chemical Institute, Hokkaido Imperial University, 
Sapporo. Director: Prof. H. Masamune.) 


(Received for publication, February 18, 1939) 


As is customary in this laboratory, an investigation of this 
subject was also made, first on the mucin and then on the carbo- 
hydrate separated from it. Levene and Meyer tried with their 
co-workers to isolate the latter directly from the humor. But first, 
polysaccharides in animal tissues, other than glycogen, are not all 
regarded as conjugated with proteins,’ and second, in some of the 
glycoproteins more than one kind of carbohydrate’ are involved. 
Consequently neither of the substances obtained by the authors 
mentioned above is assumed to be the prosthetic group in search 
or, if it be so, to take up alone the whole of this part. 

The mucin is scarcely precipitated from the fresh humor by 
simple acidification. Therefore, Mérner”? diluted the humor 2 
to 6 times before treatment with acetic acid, while Young? 
criticized the dilution as of little effect®? and recommended either 
to use liquor 3 or 4 days old or to boil it, while fresh, in order to 
change the “acid-soluble mucinogen” into mucin. The writer found 
it easily separable if one collects the alcohol-precipitable substances 
from the vitreous humor and acidulates the watery extract. The 


1) ‘The readers are referred to the 37th, 39th, 43rd and 47th communica- 
tions of this series of investigation (Hisamura 19881 and ii, Tanabe 19389, 
and Suzuki 1939 ii). 

2) Literature before Mirner and Young was reviewed comprehensively 
by these authors, 

3) The writer substantiated what he said. 
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preliminary alcoholic treatment not only removes mineral salts 
which hinder the mucin from precipitation by acid, but also 
denatures or makes insoluble the proteins which act as protective 
colloids. 

Preparations obtained by the new process contained less 
nitrogen than those of Mérner and of Oldfeldt. The purity 
of the preparations seemed the same as in the cases of funis mucin 
and corneamucoid (Suzuki 1939i and iii). The relationships 
among carbohydrate-reduction, glucosamine, glucuronic acid 
and acetyl were like those in funis mucin. Sulfate-S was either 
absent completely or so scanty that it was an impurity. No 
ordinary sugar was found. The results suggested that mueoitin 
from funis mucin constitutes the sole ingredient of the prosthetic 
group. The preparation showed a neutral equivalent and optical 
rotation identical to those of the carbohydrate from funis mucin 
(Suzuki 1988). Regarding the prosthetic group of this mucin, 
the writer could not agree with Karlberg who thought it eom- 
posed of glucosamine and “mannose”. 


EXPERIMENTAL. 
Preparation. 

I. The mucin from vitreous humor. 

The vitreous humor was dissected out from fresh ox eyes and 
added to 5 volumes of alcohol (95%), after being filtered through 
a cotton gauze. The deposit was separated, washed with alcohol 
and ether and dried in vacuo at room temperature. 380mg of dry 
powder were obtained, on the average, from one eye. In the next 
stage, the material was submitted to extraction by placing in cold 
water (300 cc. of water when 2¢m. of the powder were used) in 
an ice chest over night. The residue was extracted twice more 
with decreasing volumes of water (200 and 100 ce. in the example). 
The extracts were combined and filtered through a Biichner 
funnel, and the viscid filtrate was acidified by means of 30% 
acetic acid to pH 2.0 in order to precipitate out the mucin. It was 
not soluble in an excess of acetic acid, while the addition of sodium 
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chloride was seen to interfere with it in falling out. The erude 
product was further taken up in water and dissolved by means 
of the least requisite quantity of dilute K2CO, solution” and 
deposited again with acetic acid. The substance was redissolved 
and reprecipitated, finally washed with alcohol and ether and dried 
in vacuo over P2O;. 

Specimen I: Started with 2em. of the dry powder. The 
combined extracts reacted feebly alkaline (pH 7.6). Yield, 400 mg. 

Specimen IT: 4em. of the dry material was used. Care was 
taken to keep the extracting water neutral by the occasional addi- 
tion of dilute acetic acid. Yield, 800 mg. 

Specimens III and IV: Prepared as was Sp. I. The materials 
employed were 5 gm. and 1 gm. and the yields were 1.0 and 2.0 gm. 
respectively. 

All of these preparations formed viscous solutions when dis- 
solved in water with the aid of an alkali. 


II. The carbohydrate grouping. 

The procedures adopted to separate mucoitin from funis mucin 
were employed and a product weighing 70 me was obtained from 
200 mg of Sp. Il of the mucin. 


Qualitative Tests. 
I, Mucin. 


It gave positive biuret, xanthoprotein, Millon, Sakaguchi 
and diazo (orange red) tests. Hopkins-Cole and Morse tests 
were negative. All the specimens gave by the Molisch reagents the 
green coloration characteristic of uronic acid, but Sp. I, II and IV, 
in preparation of which the watery extracts became a little alkaline, 
showed a reddish layer besides the green stratum; although the 
ordinary sugar contaminants could be only very small, when judged 
from the results of orcinol and indole reactions (see below). 

Ammonium sulfate (at half saturation) and mercuric chloride 


1) pH was not shifted beyond 8.0. 
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produced turbidity, while mercuric acetate, phosphotungstic acid, 
trichloracetie acid and tannic acid precipitated it well. Potassium 
ferricyanide (+acetic acid) did not cause any precipitation at all. 
Heat coagulatiomw was not producible. 

Phosphorus was absent. 

Napthoresorcinol (Neuberg and Saneyoshi) and aniline 
acetate tests were given. 

Blix’s test for aminosugar was shown immediately without 
previous heating of alkaline solution of the substance. 


Quantitative Estimations. 
The data on mucin will be embodied in Table I and those on 


the carbohydrate grouping in Table LI. 


TABLE I. 
Muecin from the vitreous humor. 


In equivalents per 


In per cent A ; 
I equivalent weight 


Analyses 
Sp. I |Sp. IT] Sp. III) Sp. IV | Sp. I |Sp. II} Sp. ITT) Sp. IV 

Nitrogen” 10.09} 10.04) 9.68 | 10.03 
Total reduction”, 
as glucose 41.66 | 43.57] 45.16 | 42.99 
Carbohydrate redue- 
tion”, as glucose 34.09 | 34.40] 34.52 | 33.80 
Glucosamine 22.71) 21:58) 22.60 | 22:91) 1.00) 1:60 1.00 1.00 


Gluecuronie acid 


i Furfural method | 24.27} 23.11] 24.34 | 24.27 
ii Indole method 25.31) 24.55] 24.00 | 25.66 
ili Orcinol method 24.68} 24.01] 24.09 | 25.78 

(mean) 24.75| 23.89| 24.14 | 25.24 | 1.00! 1.02] 0.98 | 1.02 
Acetyl 5.06] 5.47) 5.94 5.25 | 0.93 | 1.06} 1.09.) 0.95 
Sulfate-S 0.16; 0.26] 0.24 0.0 0.03 || 0.07.| 0.05 | 0.0 
Ash 0.69} 0.49] 0.50 


1) Morner: average 12.27%; Oldfeld: 12.7 and 12.8%. 
2) Time of hydrolysis: 3 hours. 


It would be superfluous to comment on the figures, because 
a glance shows that the carbohydrate has the composition of 
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With the purpose of studying the metabolism of carbohydrates 
and lipids in animal organisms under various nutritional states, 
albino rats were fed on: 

1) a diet deficient in vitamin B (vitamin B complex), 

2) a diet consisting of particularly large amounts of one of 
three major food stuffs; i.e., carbohydrate, lipid and pro- 
tein, and 

3) a diet containing cholesterol in the proportion of 2 per 
cent 

for certain periods. Then the content of glycogen and the frac- 
tions of biologically important lipids—phospholipid, cholesterol and 
fat—in various tissues and organs were determined simultaneously. 
The determination of the iodine number of phospholipid and fat 
were also carried out. 

In this kind of experiment hitherto reported on by other 
workers, one may note that the carbohydrate and fatty constituents 
of tissues have been observed separately ; for instance, one worker 
has determined only glycogen, while another worked on lipids 
alone. Of the lipids, phospholipid and cholesterol have often been 
observed separately; and experiments in which fatty constituents 
were determined simply by weighing the substances obtained into 
lipid solvents by extraction, may still be found in recent literature. 

In the present experiment, the carbohydrate and lipid have 
not merely been studied simultaneously, but differential deter- 
minations of the various constituents of the lipids mentioned above 


351 


ayo Kk. Ohno: 


‘have also been made on the same materials. 

Since the metabolisms of carbohydrate and of lipid are in close 
relationship, and since the metabolisms of different lipids are also 
interrelated, the principles applied in this communication are 
considered highly desirable for the present purpose. 


EXPERIMENTAL ANIMALS AND THE MretruHop or EF'EEDING. 


Male albino rats weighing between 50 and 70 grams were used. 
Previous to the experiment they were kept on a basal diet of un- 
polished rice and green vegetables for 10 days. Rats which showed 
normal growth during that period were divided into several groups 
of four to six each. Each rat was kept in a separate cage. 

Basal diet growp—Animals were fed on unpolished rice and 
vegetables. Water was given ad libitum in this and in other groups 
of rats, to be described below. 

Vitamin B deficient diet group—A synthetic diet made after 


TABLE I. 
Composition of Diets. 


ro ons aa | ee le = ae Ay ex 
pit [ESPESSaeeS2S2| Sab (S8as| EES] AES 
2S ae ea esa as ko” ae Bess S35 K oS 
i) © ° at) ° =| Ss 
GeZe § Base) S a Prag Se) eee 
Bosal Diet (As Basal Diet were used Unpolished Rice and 
; Green Vegetables. ) 
Vitamin-B gm gm gm gm gm gm gm 
Defici 
ia 84 10 4 2 0 10 0 
(V-B.D.D.) 
Control 
Diet for 84 10 4 2 10 0 
V-B.D.D. ; 
High Proteir 
Dict rer 40 40 4 2 10 4 (ines 
rae Fat 34 10 4 2 10 40 0 
High Carbo- 
hydrate Diet 40 a . 4 a 2 
Cholesterol = 
Diet a 54 18 4 2 10 10 2 


Bah 
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the prescription in Table I, containing no vitamin B (vitamin B 
complex), was given to the animals. 

Control group for Vitamin B deficient diet—10 gm. of yeast 
(Faex medicinalis) were added to 100 gm. of the synthetic diet 
noted above. 

High protein diet group—Animals taken for this group, and 
for the high fat, carbohydrate and cholesterol diet groups weighed 
between 60 and 70 gm. at the begining of the experiments. They 
were fed with the basal diet for five days before the feeding with 
special diets was begun. 

As the source of protein, casein (Casein for chemical use, 
Konishi & Co.) was added to the amount of 40 per cent. The 
composition of this diet as well as other special diets are tabulated 
in Table I. 

High fat diet group—tThis diet contained 40 per cent of pig 
fat (Adeps suillus) ; that is, about 10 times as much fat as other 
diets. 

High carbohydrate diet group—As the carbohydrate, polished 
rice powder (Sankyo Pharmacy) was added to the amount of 70 
per cent. The amount of carbohydrate of this diet was accordingly 


twice as much as the others. 

Cholesterol diet group—This diet contained 2 per cent of 
cholesterol (Merck) beside the other food constituents. 

With these diets, the animals were fed for about 3-8 weeks 


as may be seen in Table II. 


ConpITIONS oF .EXPERIMENTAL ANIMALS DuRING 
THE F'nEDING PERIODS. 


The nutritional state of rats fed on diets containing Vitamin 
B, on B-deficient diets and on basal diets may be seen in the growth 
curves in Fig. l-a. 

The animals of the basal diet group weighed from 60-80 em. 
at the beginning of the experiment. The increase in body weight 
of this group during the first four weeks was rather slow but it 
became significant during the next four weeks. At the end of the 


354 kK. Ohno: 


a. Influence of Diets upon Fig. 1.—b. Influence of Diets upon 
the Growth of Rats. the Growth of Rats. 


Fig, 1. 
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experiment the animals reached an average weight of 115 gm. 

The difference in weight between the vitamin B deficient diet 
and the control diet groups was striking, as might be expected; 
the former showed an average increase of about 15 g@m. during the 
first five weeks, followed by a marked decrease. The average 
weight of this group at the 8th week was about the same as the 
initial body weight. The appetite and activity of the animals were 
naturally lessened by the vitamin B deficient diet; while the 
animals of the control group which received a diet containing 10 
per cent of yeast as the source of vitamin B gained over 100 gm. 
during 7 weeks of feeding. 

The influence of high protein, fat and carbohydrate diets on 
the growth of rats are also shown in Fig. 1-b. 

Generally speaking, a high carbohydrate diet seems to give 
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the most favourable influence on growth, the high fat diet is less 
favourable, while the high protein diet retards growth to a signi- 
ficant extent. The addition of cholesterol to a diet, which other- 
wise had the usual composition of a synthetic diet (see Table I) 
appeared to have a favourable influence on the increase of body 
weight. 

The animals were supplied with a sufficient amount of food 
on the day preceding dissection, so that a part of the diet remained 
in the cage when they were taken out for operation. Under 
anaesthesia by intraperitoneal injection of pernocton “Riedel”, 
suitable amounts of skeletal muscle, liver, heart and brain were 
cut out for glycogen determination, and then liver, muscle and 
suprarenal gland were likewise removed for the lipid analysis. 


Metnops or ANALYSIS. 


Glycogen determination—About 0.2 em. of liver, 0.5 em. of 
skeletal muscle, 0.5 gm. of heart muscle, and 0.5 gm. of brain were 
taken out as quickly as possible in the order mentioned, and put 
into a 10 ce. graduated centrifuge tube containing 1 ee. of 30 per 
cent KOH solution. The tube was heated on the steam bath for 
30 minutes under a glass jar to bring the contents of the tube into 
homogeneous solution. About 3 times as much alcohol as KOH, 
and one drop of saturated watery solution of NazSo4, were added 
to precipitate the glycogen; then it was heated on the steam bath 
for a few minutes until the alcohol in the tube began to boil. The 
tube was centrifuged, the supernatant liquid rejected, and the 
precipitate of glycogen was washed first with about 3 ec. of alcohol 
and then with an equal amount of ether, each time being centri- 
fuged. The wash ether was decanted, traces of it were completely 
removed by keeping the tube in the drying oven, then the glycogen 
precipitate, now free from contaminated decomposed products of 
tissue and solvents used for the separation of glycogen, was sub- 
jected to acid hydrolysis by heating with one normal H2SO, in the 
steam bath for 2 hours. After cooling, the contents of the tube 
were transfered into a 25 cc. measuring flask, neutralized with 
diluted NaOH, and made up to the volume with water. 
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From this measuring flask, certain ec. were taken into another 
measuring flask to dilute the content of the first flask, so that 
2 or 3ce. of the contents of the second flask might contain an 
adequate amount of glucose for the subsequent application of the 
Hagedorn-Jensen method. The above method was based mainly 
on the principle of glycogen determination reported by Good, 
Kramer and Somogi (1933). 

The determination of the lipid contents and thtir iodine 
numbers were done after the description of the accompanying 
communication in this journal (Yasuda and Ohno, 1939). 


RESULTS OF THE EXPERIMENTS. 


All the results of glycogen determination and of lipid analysis 
of various tissues are tabulated in Tables II-VII. 


Glycogen content—The glycogen content of the liver was, on 
an average, 2.306 gm. per 100 em. of liver when the animals were 
fed on a vitamin B deficient diet, while the value for the control 
animals was 3.528 em. But the glycogen values of the liver varied 
to a somewhat large extent in both the vitamin B deficient and 
control diet groups, so that the difference of liver glycogen be- 
tween the two groups did not seem striking. 

When, however, the glycogen content was calculated on the 
whole liver instead of by percentage value, the influence of a 
vitamin B deficiency appeared so significant (0.065 and 0.223 gm. 
of glycogen respectively for vitamin B deficient and for control 
groups) that the statement that a Vitamin B deficiency causes a 
decrease in liver glycogen appeared reasonable. The average liver 
glycogen values of rats in the basal diet group was 3.970 gm. per 
100 gm. of liver or 3.97 per cent, and the value calculated on the 
whole liver was 0.159 gm. indicating that these values are higher 
than those of the vitamin B deficient group, but lower than those 
of control groups. 

The liver glycogen of animals in the high protein diet group 
was 1.731 gm. per 100 gm. of tissue, and the corresponding values 
of the high fat, high carbohydrate and cholesterol diet groups were 
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TasLeE II. 


The Influence of Various Diets upon the Glycogen 
Content of Different Tissues. 


is Ad. 4 | Glycogen Content of Moist Tissues 
Saas Belo © of (expressed in terms of glucose) 
Ci cCSr | GO eps ao ih pate = 
Diet Bal cee beat anal Hee tien el Ee 1 6 Se oiel 
8 /5°| Se| sH|5m)| 85) Ss |S83/Sk's| os 
Baa Arle |HS| bel Se lScaieea| sk 
2 ® |) am |e leas) eta ae 
gm gm gm gm | gm gm gm 
11 | 57 | 111! 4.23] 3.8 | 0.232 |5.480 | 0.688 | 0.473 | 0.280 
12-| 57 | 95 | 3.441) 3.6 |0.111 | 3.240 | 0.720 | 0.478 | 0.252 
Basal Diet | 13 | 58 | 188] 4.16]! 3.0 |0.133 | 3.190 | 0.808 | 0.543 | 0.266 
Ave 115 | 3.94 | 3.5 | 0.159 |3.970 | 0.739 | 0.498 | 0.266 
23 | 52 | 69 | 3.86| 5.6 |0.071 |1.830 | 0.573 | 0.304 | 0.241 
Vitamin-B 24 | 54 | 63] 2.92] 4.6 |0.091 |3.110 | 0.674 | 0.445 | 0.227 
Deficient 25 | 54 | 571 2.16! 3.8 |0.077 | 3.550 | 0.368 | 0.318 | 0.211 
Diet 296 | 56 | 791 2.98} 3.8 | 0.022 | 0.734 | 0.423 | 0.212 | 0.224 
(V-B.D.D.) - 
Ave 67 | 2.98 | 4.5 | 0.065 |2.306 | 0.510 | 0.320 | 0.226 
| 
31 | 55 | 188] 5.06 | 3.7 |0.211 |4.170 | 0.617 | 0.453 | 0.249 
atte 32 | 56 | 1551 6.29] 4.0 | 0.194 |3.080 | 0.585 | 0.430 | 0.260 
es ee 34 | 58 | 183] 7.38] 4.0 | 0.298 | 4.030 | 0.570 | 0.284 | 0.235 
i r gz 9 En 
ED.D. 35 | 51 | 189! 6.69] 3.5 |0.190 | 2.830 | 0.505 | 0.346 | 0.148 
Ave 166 | 6.36] 3.8 | 0.223 | 3.528 | 0.569 | 0.378 | 0-223 
48 | 17 | 711 3.72 | 5.2 | 0.016 | 0.422 | 0.278 | 0.199 | 0.226 
Hich Protein) 44 | 19 | 82|.419] 5.1 | 0.128 |3 070 | 0.603 | 0.386 | 0.199 
Dict Oe eA Gil mane oa aa sel Gal a OnMdt ode 700 | OL6Som | OsOvmnOlZol 
Ave 76 | 4.13 | 5.5 | 0.085 |1.731 | 0.522 | 0.297 | 0.229 
52 | 20 | 82] 4.07 | 5.0 | 0.142 |3.480 | 0.494 | 0.386 | 0.286 
53 | 19 | 73 | 3.94] 5.4 | 0.086 | 2.180 | 0.612 | 0.299 | 0.225 
High Fat 55 | 19 | 102] 4.73 | 4.6 | 0.125 | 2.640 | 0.483 | 0.378 | 0.186 
Diet 56 | 18 | 97 | 5.69 | 5.9 | 0.052 | 0.906 | 0.519 | 0.248 | 0.224 
Ave 89 | 4.61 | 5.2 | 0.101 | 2.302 | 0.527 | 0.328 | 0.230 
61 | 19 | 105 | 5.05 | 4.8 | 0.179 | 3.535 | 0.660 | 0.326 | 0.186 
: ; 62 | 20 | 120 | 6.15 | 5.1 | 0.332 | 5.400 | 0.659 | 0.477 | 0.234 
High Carbo-| ¢4 | 99 | 110 | 4.84 | 4.4 | 0.148 |3.070 | 0.591 | 0.611 | 0,212 
hydrate Diet 
Ave 112 | 5.35 | 4.8 |0.220 |4.002 | 0.637 | 0.471 |0.211 
rio | ales | ai GRA Geass I 4.480 | 0.591 | 0.352 | 0.248 
Cholesterol | 73 | 18 | 106| 5.70| 5.4 |0.221 |3.870 | 0.588 | 0.513 | 0.225 
Diet 
Ave 109 | 5.91 | 5.5 |0.248 |4.175 | 0.590 | 0.433 | 0.237 
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TasuE III. 
Phospholipid Fraction of Tissues under Various Nutritional 
States. 
: Liver Phospholipid Muscle Phospholipid 
jo) 
a 
Diet n Content Content . Content ; 
S jn whole | in 100gm ene in 100 gm sae 
aad Liver Liver E Muscle : 
i mg mg mg 
11 138.0 3250.0 100.8 932.0 102.3 
12 121.0 3510.0 99.8 925.0 100.3 
Basal Diet 13 132.0 3180.0 102.5 908.0 102.5 
Ave. 130.3 3313.3 101.0 921.7 101.7 
23 129.0 3340.0 109.2 813.0 101.5 
Deficient 25 56.8 2630.0 103.5 1022.0 108.0 
Diet 26 97.8 3280.0 115.0 935.0 108.0 
(V-B.D.D.) SSS 
Ave. 90.4 2980.0 107.0 967.5 105.0 
3 180.5 3570.0 120.0 1005.0 119.9 
oy 222.0 3530.0 TLS 1110.0 108.5 
ae 34 269.0 3650.0 104.5 946.0 110.8 
r x 9 5 x 5 
V-BDD. 35 239.0 3570.0 110.5 964.0 aS) 
Ave. 227.6 3580.0 111.4 1006.3 1332 
43 120.2 3225.0 99.7 982.0 114.5 
High 44 ies 3515.0 89.0 1038.0 116.5 
Protein 46 154.0 3440.0 102.1 1056.0 120.6 
Diet < 
Ave. 140.5 3393.0 96.9 1025.3 Vay .2 
52 142.0 3491.0 100.2 876.0 111.8 
53 118.2 2996.0 100.5 908.0 108.8 
High Fat bits) 194.9 4120.0 98.5 1230.0 81.4 
Diet 56 203.0 3570.0 109.2 905.0 98.0 
Ave. 164.5 3544.2 102.1 979.8 100.0 
61 195.4 3870.0 101.2 902.0 AES 
High Carbo- 62 201.0 3270.0 106.4 1048.0 106.0 
hydrate 64 175.4 3630.0 104.3 1009.0 107.5 
Diet a 
Ave. 190.6 3590.0 104.0 986.3 108.3 
72 194.2 3180.0 105.6 900.0 94.5 
Cholesterol 73 189.9 3330.0 99.0 1020.0 91.2 
Diet a 
Ave. 192.1 3255.0 102.3 960.0 92.9 


————— ee ee ee a ee eee 
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2.302, 4.002 and 4.175 9m. respectively. It is obvious that the 
highest glycogen content of the liver was caused by feeding on a 
high carbohydrate diet. The high protein diet seemed to have the 
most unfavourable influence on liver glycogen. 

Compared with liver, the influence of various diets upon the 
glycogen content of other tissues, i.e. skeletal muscle, heart and 
“brain were much less significant, as shown in Table IT. Brain 
glycogen, in particular, does not seem to be influenced whatever 
diet may be used. 

Phospholipid—In Table IIf are indicated the phospholipid 
content of liver and muscle under various nutritional states. The 
average values of liver phospholipid were 3313.3, 2980.0 and 
3580.0 mg per 100 gm. of fresh tissue for the basal diet, the vitamin 
B deficient diet and its control diet groups respectively, showing 
that vitamin B deficiency caused a marked decrease in liver phos- 
pholipid. Since the weight of the liver in the B deficient diet 
group was greatly decreased, the difference of phospholipid content 
of the whole liver between the B deficient and the control groups 
was more marked than the percentage values. 

High protein, fat, carbohydrate and cholesterol diets had little 
influence upon the percentage of liver phospholipid, being 3393.0, 
3544.2, 3590.0 and 3255.0 mg per cent respectively. 

The iodine number of liver phospholipid, too, was only sightly 
influenced. Regarding muscle phospholipid, the contents were 
921.7 (basal diets), 967.5 (B deficient), 1006.3 (control), 1025.3 
(high protein), 979.8 (high fat), 986.3 (high carbohydrate), and 
960.0 mg (cholesterol diet) per 100 gm. of fresh moist muscles. 

The phospholipid content of the suprarenal gland was slightly 
increased in the case of the B deficient diet group compared with 
the control group. Cholesterol feeding seemed to give a slight rise 
in the suprarenal phospholipid as indicated in Table VIL. 

Cholesterol—The free cholesterol content in liver was 156.7 mg 
per 100 gm. of fresh tissue in the basal diet group, and in the 
vitamin B deficient and control groups, were 173.8 and 195.1 mg 
per cent, showing that B deficiency decreases the cholesterol con- 


tent in liver. 
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TABLE 


Cholesterol Content of Tissues 


Liver 
s) 
Dj A Free Chole. Bound Chole. 
iet ZB 
3 
a in Whole in 100 gm in Whole in 100 gm 
Liver Liver Liver Liver 
mg mg mg mg 
Jub 6.69 158.0 M2455 29.5 
12 Sela! 148.5 1.20 35.0 
Basal Diet 13 6.80 1635 2.24 54.0 
Ave 6.20 156.7 1.56 39.5 
23 6.70 173.5 1.70 44.0 
ermine Ds 24 5.18 idee 0.31 10.5 
F : 25 Sell 174.6 0.54 24.9 
Deficient Diet as 169.5 OLS 
(V-B.D.D.) 26 5.05 0.64 21.0 
Ave 5.18 173.8 0.80 25.2 
al 9.2 181.5 2.40 47.5 
32 11.80 188.0 3.74 59.5 
Control Diet 34 15.24 206.5 2.18 29.5 
for) VeBsD=D; 35 13.68 204.5 3.78 56.5 
Ave 12.48 195.1 3.03 48.3 
43 6.95 187.0 TAS 31.0 
High Protei 44 8.16 195.0 0.67 16.0 
Diag Ae NE aes 169.0 1.43 32. 
5 Ave 5s 183.7 1.08 2683 
52 8.39 206.0 2.52 62.0 
: 53 8.2 209.0 232, 59.0 
High Fat 55 9.46 199.5 1.82 38.5 
Diet 56 13.54 238.0 3.07 54.0 
Ave 9.91 PUBEL 2.43 43.4 
p 61 9.58 188.5 1.46 29.0 
High 62 10.25 167.0 0.77 12.5 
Carbohydrate 64 8.99 186.0 0.77 16.0 
Diet 
Ave 9.59 180.5 1.00 19.2 
72 16.90 277.0 118.60 1943.0 
Cholestero] US) 16.00 281.0 131.00 2299.0 
Diet 
Ave 16.45 279.0 124.80 2121.0 
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under Various Nutritional States. 
Cholesterol Muscle Cholesterol 
: Free Bound Total 
Total Chole. Per Cent Chole. Chole pain Per Cent 
of Free of Free 
in Whole | in 100 gm eae in 100 gm | in 100 gm| in 100 gm peer 
Liver Liver ; Muscle Muscle Muscle aoe 
mg mg mg mg mg 
7.94 187.5 84.3 59.8 0.1 59.9 99.9 
6.31 183.5 81.0 58.4 9.2 67.6 86.4 
9.04 PANT (45) [5.2 69.3 PBs 71.6 96.8 
7.76 196.2 80.2 62.5 3.9 66.4 94.4 
8.40 217.5 79.7 84.3 17.2 101.5 83.0 
5.49 188.0 94.4 131.0 4.5 135.5 96.7 
4.31 199.5 875 107.5 0.7 108.5 99.4 
5.69 191.0 88.7 105.5 ils} 106.8 98.5 
5.97 199.0 87.6 LOWES 5.9 aoe: 94.4 
11.60 229.0 79.2 63.9 6.4 70.3 91.0 
15.54 247.5 76.0 89.2 3.4 92.6 96.4 
17.42 236.0 87.5 59.0 1.9 60.9 97.0 
17.46 261.0 78.4 20 4.9 77.6 93.6 
15.51 243.4 80.3 71.2 2 75.4 94.5 
8.10 218.0 85.8 74.1 10 To. 98.7 
8.83 211.0 92.5 72.4. 4.0 76.4 64.8 
9.02 201.0 84.0 85.5 2.9 88.4 97.0 
8.65 210.0 87.4 HHS 2.6 80.0 96.8 
10.91 268.0 76.9 73.8 0.4 (Ce 99.5 
10.56 268.0 77.9 93.2 0.6 93.8 99.4 
11.28 238.0 84.0 78.2 12, 79.4 98.5 
16.61 292.0 81.5 86.8 4.5 Oi 95.2 
12.34 266.5 80.1 83.0 Alef 84.7 98.2 
10.99 2175 87.0 68.7 0.3 69.0 99.6 
11.02 179.5 93.1 Wee 0.9 (ORAL 98.8 
9.76 202.0 92.1 68.3 0.2 68.5 99.8 
10.59 199.7 90.7 69.4 0.5 69.9 99.4 
135.50 2220.0 TNS 80.2 2.8 83.0 96.6 
147.50 2580.0 10.9 92.6 ile 93.8 98.8 
141.25 2400.0 a7 86.4 2.0 88.4 97.7 
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In the high protein, fat, carbohydrate and cholesterol diet 
groups, free cholesterol of the liver was found to be 183.7, 213.1, 
180.5 and 279.0mg per cent. Free cholesterol of liver was there- 
fore. increased by either high fat or high cholesterol diet to some 
extent. 

Bound cholesterol in the liver was also lowered by vitamin B 
deficiency, being 25.2 meg per cent in the B deficient diet group 
and 48.3 mg per cent in the control group. 

Of the high protein, fat, carbohydrate and cholesterol diets, 
the last mentioned caused an increase of the bound cholesterol 
in the liver to an exceptionally large extent. Nearly 100 times 
as much bound cholesterol was found in rats of this diet group 
as in those of other diet groups. An appreciable increase of bound 
cholesterol in the liver by the high fat diet was also observed. 

The ratio of free to total cholesterol was between 80 and 90 
per cent in all cases except that of the cholesterol diet group, in 
which most of the cholesterol was in bound form so that free 
cholesterol was only 11.7 per cent of the total cholesterol. 

In skeletal muscles, the free cholesterol content was 62.5, 107.2 
and 71.2mg per 100 gm. of fresh tissue in the cases of the basal 
diet, the vitamin B deficient, and the control diet groups respec- 
tively. It appeared that the percentage value of free cholesterol 
increased when the animals were fed on a vitamin B deficient diet. 
Differences in the free cholesterol content due to the high protein, 
fat and carbohydrate diets were not significant in skeletal muscles. 
The Cholesterol diet did not increase the free cholesterol in muscle 
either. 

The bound cholesterol content in muscles was very low, and 
differing from the case of the liver, was not influenced by different 
types of diet. The surprisingly high content of bound cholesterol 
found in the liver—caused by cholesterol feeding—was not ob- 
served on muscle. 

In the suprarenal glands of rats, the free cholesterol contents 
were 173.0 (basal diet), 201.0 (vitamin B deficient) and 248.0 mg 
per cent (control diet). In cholesterol feeding, the free cholesterol 
content seemed to rise to some extent, being 362.0meg per cent; 
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while the high protein, fat and carbohydrate diet groups gave 
average values of 305.0, 321.0 and 303.0 mg per cent, respectively. 

Contrary to the relatively slight influence of various diets upon 
free cholesterol, bound cholesterol in the suprarenal gland was 
markedly influenced; for instance, the vitamin B deficient diet 
caused a decrease in bound cholesterol. It was also decreased by 
feeding on a high protein diet; while feeding with cholesterol 
resulted in an immense increase of bound cholesterol in this gland. 

From the above findings regarding the cholesterol content in 
various tissues, the following statement may be made: 

When the cholesterol content in tissues is increased by a change 
in nutritional factors, for instance, by feeding on high fat or chole- 
sterol diets, there is always an accompanying increase of bound 
cholesterol. Such an increase in bound cholesterol becomes more 
significant, as the increase of total cholesterol becomes more marked. 
The free cholesterol content increases, too, when the total chole- 
sterol increases from any cause, but the range of increase in free 
cholesterol seems to be under a certain limit, so that an exceptio- 
nally high increase of cholesterol in the tissues is acquired at the 
expense of bound cholesterol. 

Neutral fat—The neutral fat content was obtained by sub- 
tracting cholesterol ester fatty acids from non-phospholipid fatty 
acids and multiplying by the factor 1.05. The determination of 
neutral fat in micro procedures was hitherto accompanied by un- 
desirable difficulties, which were greatly removed in our method 
(Yasuda and Ohno, 1939). The result of neutral fat determina- 
tions of various tissues under various nutritional states are ex- 
pressed in Table V. 

In liver, the average content of neutral fat of the vitamin B 
deficient diet group was 398.0 mg per cent; and those of the basal 
and control diet groups were 783.0 and 1030.0 mg per cent. Ob- 
viously, a vitamin B deficiency greatly decreased the neutral fat 
content. 

By cholesterol feeding, on the other hand, liver neutral fat 
was increased nearly three times as much as in the other cases. 
The marked increase of neutral fat in liver by cholesterol feeding, 
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TABLE 


Neutral Fat of Tissues under 


Neutral Fat in 
o Fatty Acids Combind Non-phospholipid 
Diet 2B with Cholesterol Fatty Acids 
ie in Whole in 100 gm in Whole in 100gm 
Liver Liver Liver Liver 
mg mg mg mg 
alan 0.90 21.2 31.4, 742.0 
12 0.87 25.2 29.7 863.0 
Basal Diet 13 UY 88.9 29.8 716.0 
Ave. 1.13 28.4 30.3 MERE 
23 L228 31.7 16.4 426.0 
Witamimnck 24 0.22 7.6 8.7 299.0 
; : 25 0.39 17.9 9.1 421.0 
Deficient Diet 26 . 0.46 155 13.9 442.0 
(V-B.D.D.) ae = 
Ave. OST 18.2 11.9 397.0 
31 £33 34.2 41.8 827.0 
32 2.69 42.8 59.1 941.0 
Control Diet 34 1.56 21.2 76.2 1033.0 
for V-B.D.D. 385 Pe 40.7 84.6 1265.0 
Ave. 2.18 34.7 65.3 1016.5 
43 0.83 22.3 26.1 701.0 
; : 44 0.48 11.5 56.5 1350.0 
High , e 
Dict ECE 46 1.03 23.0 25.7 574.0 
Ave 0.78 18.9 33.8 875.0 
52 1.82 44.8 69.2 1699.0 
: 53 1.67 42.4 40.9 1038.0 
High Carbo- 55 131 PALL 59.0 1247.0 
hydrate Diet 56 oT 38.9 79.6 1399.0 
Ave IOUS 38.5 62.2 1345.8 
61 1.06 20.9 41.8 828.0 
. 2 0.55 9.0 86.3 1403.0 
High Fat oD 
arbres 64 0.56 11.5 68.0 1409.0 
Ave 0.72 13.8 65.4 TOA 3 
72 85.50 1399.0 303.3 4970.0 
Cholesterol 73 94.40 1654.0 265.3 4560.0 
Diet 
Ave 89.95 1526.5 284.3 4765.0 
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V. 
Various Nutritional States. 
Liver Neutral Fat in Muscle 
2) 8 Fatty Acids| Non-phos- a ; 
Seue Neutral Fat Combined | pholipid | S.2~'3 | Neutral 
Ss with Chole. |Fatty Acids| “g 7.2< te 
a Bd pp 4885 
cs 7, 2 | in Whole | in 100 gm} in 100gm | in 100gm | 3 7, SE | in100gm 
i) Es) * ‘ ° As 
i Ey Liver Liver Muscle Muscle it "fy Muscle 
mg mg mg mg mg 
88.4 ae 758.0 0.1 1360.0 76.2 1353.0 
85.2 32.5 880.0 6.6 730.0 71.8 760.0 
3.0 29.6 711.0 ed 1420.0 71.0 1489.0 
88.9 31.4 783.0 2.8 1170.0 73.0 1200.7 
115.6 16.0 414.0 12.4 577.0 102.7 593.0 
116.5 8.9 306.0 hy 157.0 105.2 161.0 
98.9 2 424 0 0.5 184.0 101.2 192.8 
Sah 13.4 448.0 0.9 274.0 110.0 286.5 
111.0 I) 398.0 4.3 298.0 104.8 308.3 
120.0 42.1 832.0 4.6 1487.0 82.0 1558.0 
107.0 09.2 942.0 2.5 1670.0 73.0 1750.0 
112.5 78.5 1062.0 1.4 1785.0 78.6 1875.0 
100.3 85.9 1284.0 3.5 1485.0 82.2 1555.0 
110.0 66.4 1030.0 3.0 1607.0 79.0 1684.5 
115.2 26.5 712.5 On 1082.0 84.3 1138.0 
OFa2 58.8 1405.0 2.9 1605.0 84.3 1682.0 
83.5 25.9 579.0 2.1 839.0 81.0 879.0 
98.9 387.1 898.8 a9 1175.3 83.2 1233.0 
93.0 70.7 1738.0 0.3 1473.0 80.9 1548.0 
100.9 41.3 1048.0 0.4 1849.0 82.4 1942.0 
94.0 60.6 1280.0 0.9 2213.0 85.8 2325.0 
97.9 81.4 1429.0 3.2 1625.0 81.5 1702.0 
96.5 63.5 1373.8 ie 1790.0 82.7 1879.3 
115.5 42.8 848.0 0.2 1580.0 73.8 1658.0 
92.6 90.1 1465.9 0.7 1685.0 69.7 1770.0 
100.3 70.9 1468.0 0.1 1439.0 74.5 1510.0 
102.8 67.9 1260.3 0.3 1568.0 Tota 1646.0 
102.3 229.0 3750.0 2.0 1440.0 80.3 1510.0 
95.7 174.0 3055.0 0.9 1255.0 79.4 1318.0 
99.0 201.5 3402.5 1.5 1347.5 19:9 1414.0 


366 K. Ohno: 


on which Best and others have been making elaborate studies 
for several years, was recognized in our experiments—regarding 
which the author wishes to comment later. 

The neutral fat content in skeletal muscles was 1209.7 (basa! 
diet), 308.3 (vitamin B deficient) and 1684.5 mg (vitamin B con- 
taining, control diet) per 100 gm. of moist tissue, indicating that 
neutral fat in muscles was decreased to a significant extent by 
vitamin B deficiency—as was noted in liver. The high fat diet 
naturally caused an inerease of neutral fat in muscles, but the 
cholesterol diet, which caused an extensive increase of neutral fat 
in liver, did not show the same effect on muscles. 

The iodine number of fat fatty acids was high in the case of 
vitamin B deficiency, otherwise nothing particular was noted con- 
cerning the iodine number of fat fatty acids. 

In the suprarenal gland, the neutral fat content was found 
to be 12360.0 mg per cent for the basal diet group; and 4690.0 mg 
and 12780.0 mg per cent for the vitamin B deficient and for its 
control diet groups respectively. Vitamin B deficiency caused a 
marked decrease in neutral fat again. Cholesterol feeding did not 
seem to attack neutral fat in the suprarenal gland. 

Changes in the iodine number of fat fatty acids in this gland 
was not consistent, as shown in Table VII (note: since sufficient 
materials were not available, only one determination was made for 
each sample.) 

Influences upon total lipids—The sum of phospholipid, total 
cholesterol, neutral fat and fatty acids of bound cholesterol was 
expressed as total lipids. The influences of various diets on total 
lipids are demonstrated in Table VI, in which the following were 
of interest : 

In liver the average content of total lipids was 4320.9 (basal 
diet), 3845.3 (vitamin B deficient) and 4898.1 mg per cent (control 
diet). By the vitamin B deficiency, the total lipids in liver were 
undoubtedly decreased; while an immense increase in total lipids 
came from feeding rats on a cholesterol diet. 

In both the skeletal muscle and suprarenal gland, a similar 
decrease from vitamin B deficiency was observed; but an increase 
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TABLE VI. 
Total Lipids of Tissues under Various Nutritional States. 
(Total Lipids = Phospholipid + Total Cholesterol+ Fatty Acids of 
Bound Cholesterol + Neutral Fat) 


aa aa Total Lipids 
he Rats Total Lipids of Liver Gf Muséie 
0, 
in Whole Liver | in 100gm Liver | in 100gm Muscle 
mg mg mg 
tt 178.94 4216.7 2343.0 
12 160.68 4598.7 1764.2 
Basal Diet 13 172.26 4147.7 2472.3 
Ave. 170.63 4320.9 2193.2 
23 154.62 4003.2 1516.9 
es 24 92.61 3171.6 1399,7 
Vitamin-B 25 70.70 3271.4 1321.8 
peo OR NGL heanG 117.35 3934.5 1334.2 
(V-B.D.D.) 
Ave. 108.82 3845.3 1393.2 
31 235.93 4665.2 2642.9 ~ 
2 299.43 4762.3 2955.1 
Control Diet 34 366.48 4969.2 2887.3 
for WEDD. 35 267.77 5155.7 2596.1 
Ave. 292.40 4898.1 2770.4 
43 255.63 4182.8 2193.8 
, 44 215.36 5147,5 2801.3 
High Protein 46 199.95 4243.0 2029.5 
Diet eet 
Ave. 223.64 4520.1 9341.5 
52 225.43 5540.8 2502.2 
53 161.73 4358.4 se 
Hich Fat 55 268.09 5665.7 35. 
ae ; 56 303.22 5329.9 2706.5 
Ave. 239.61 5223.7 2947.4 
61 250.25 4956.4 2627.2 
62 302.67 4923.5 2892.8 
High Carbo- 64 256.62 5811.5 2588.6 
hydrate Diet 
Ave. 269.85 5065.0 ° 2702.9 
72 644.20 8549.0 2495.0 
Cholesterol 73 605.30 16019.0 2439.7 
Di t a | 
a Ave. 624.75 12284.0 2463.9 
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of total lipids from cholesterol feeding did not oceur in muscles. 
The total lipids in the suprarenal gland were increased by chole- 
sterol feeding to a considerable extent, due to an increase in bound 
cholesterol. 


COMMENTS. 


In comparing the above data with those reported by previous 
workers, the following may be noteworthy: 

The proportion of liver weight to body weight was between 
3.5 and 4.0 per cent. Nakamura (1936) reported that the weight 
of the liver or rats weighing 52-100 gm. was 4.7-5.6 per cent of 
body weight; and Deuel (1937) found that the liver of rats 
weighing 155 gm. and 200 gm. occupied 4.93 and 4.25 per cent of 
the body weight respectively. These values agreed with the one 
obtained by the present author. 

The glycogen content of the liver of non-fasting rats was 1.05 
percent. after Britton and Silvette (1932). Drill (1937) 
reported that the glycogen value of rats fasting 24 hours was 2.65 
per cent; while Deuel (1937) stated that the liver glycogen con- 
tent of male rats weighing about 200 gm. was 4.25 per cent, and 
the value for older rats weighing 235 gm. was 4.34 per cent. Our 
results on the liver glycogen of non-fasting rats were found to be 
from 2.83 to 4.17 per cent, or 3.53 per cent on the average, where 
glycogen content was expressed in terms of glucose. 

Regarding the phospholipid content of the liver of normal 
albino rats, Aoki has reported in his recent work (1938) that the 
values were between 2.91 and 3.45 per cent (average, 3.16 per cent) 
which agreed fairly well with the values in this report (3.53 to 
3.65; average, 3.58 per cent). .His values for muscle phospholipid 
were between 1.10 and 1.17 (average, 1.14) per cent, which hkewise 
agreed with the ones obtained by the writer (0.946-1.110, average 
1.006%). : 

“The free and bound cholesterol contents of the liver were 184— 
266 (average 215) mg. per cent, and 20-53 (average 38) mg. per 
cent respectively—after Iki (1938). Aoki (1938) found that the 
free cholesterol content was between 208-242 mg per cent and that 
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the average content of bound cholesterol was 77 mg per cent. The 
_ above two authors determined cholesterol by the Digitonin Colori- 
metric Method of Yasuda (1936), which having been adopted in 
the present work, gave the values 181.5-206.5 for free cholesterol, 
and 29.5-59.5 mg. per cent for bound cholesterol. 

In muscle, the free cholesterol was reported by Aoki (1938) 
to be 0.031-0.057, averaging 0.046 per cent, which is slightly lower 
than the values of the writer (0.059-0.089 per cent). The total 
cholesterol content in muscle given by Aoki was 0.068 per cent 
which is near the value (0.075 per cent) obtained by the writer. 

The influence of vitamin B upon the glycogen content of tissues 
has been a question of much interest to many workers. In 1931, 
Collazo and Bayo claimed that liver glycogen was decreased by 
vitamin B deficiency, and the work of Sure and Smith(1932) gave 
the same conclusion. However, Abderhalden and Wertheimer 
(1932) recognized that glycogen in pigeon liver was increased by 
vitamin B deficiency, and Duffau (1937) reported that muscle 
glycogen was increased thereby. Nagamochi(1937) was inclined 
to think that glycogen content was decreased by vitamin B de- 
ficiency. On the other hand, according to Westenbrink (1933), 
glycogen formation in the hver remained unchanged. The results 
presented in this communication, somewhat different from either 
of the above investigators, showed that the average content of 
glycogen in liver was apparently lowered by vitamin B deficiency. 
However, the percentage values of glycogen varied from each other 
to a considerable extent so that there were cases in which glycogen 
values did increase over the values of the control experiment. The 
liver weight of rats, proportional to the decrease in body weight, 
was greatly decreased by vitamin B ‘deficiency. The absolute 
amount of liver glycogen, therefore, was undoubtedly lowered by 
B deficiency, or at any rate, the data of this communication suggest 
that vitamin B deficiency does not increase the glycogen content 
of tissues. Concerning the glycogen of tissues other than liver, 
the author could not demonstrate any definite change due to vita- 
min B deficiency. Duffau found an increase of glycogen in 
skeletal muscle, while Nagamochi claimed a decrease in muscle 
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glycogen from vitamin B deficiency. The influence of this vitamin 
upon tissue glycogen other than liver does not seem consistent, nor 
of importance. 

The lipid analysis of tissues in the case of vitamin B deficiency 
showed that: 1) in liver, both the percentage value and the absolute 
amount of all fractions of lipids decreased; 2) in skeletal muscles, 
a decrease in neutral fat content was observed, while the per cent 
of free cholesterol increased; 3) in the suprarenal gland, decreases 
in bound cholesterol and neutral fats contents were remarkable. 

Thus, a vitamin B deficiency appeared to affect both glycogen 
and lipids in tissues and the changes in glycogen content, whether 
increase or decrease, paralleled to those of the lipids content. 
Striking influences on lipids were seen in the liver and suprarenal 
gland. us 
Mirski (1938) has lately worked on the effect of high earbo- 
hydrate and high protein diets upon the liver and muscle glycogen 
of rats. He pointed out that a high protein diet retarded the 
growth of male albino rats, and that glycogen in the liver was 
significantly lower than in the case of a high carbohydrate diet; 
1.e., the glycogen content of the liver was about 4 per cent when 
rats were fed on a high carbohydrate diet, whereas the value was 
1.4 per cent when they were fed on a high protein diet. The 
change in muscle glycogen was slight. These data mostly agree 
with those in this communication. 

Aceording to Miyasaki (1936), a high fat diet caused an in- 
erease in total lipids of the liver, accompanied by a decrease in 
the glycogen content. When the carbohydrate in the diet was in- 
creased in the above ease, the decrease of glycogen was minimized. 
The writer has recognized that a high fat diet increases the free 
and bound cholesterol together with the neutral fat contents in the 
liver—the total lipids contents being consequently increased. The 
decrease of glycogen, which Miyasaki reported in this case, was 
not observed. The appearance of fatty liver from the addition of 
cholesterol to the diet has been intensively studied by Best, 
Channon et al. (1934-38). The accumulation of fat in liver, 
which has been reported as characterizing the effect of a high 
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cholesterol diet, was observed by the writer. However, the increase 
in cholesterol—particularly in the bound cholesterol content—was 
more striking than the increase of neutral fat in liver. This was 
especially true in the suprarenal gland, in which largely increased 
cholesterol existed in the form of ester. In liver, nearly one-third 
of the total non-phospholipid fatty acids were combined with chole- 
sterol. 

From these results, it can be assumed that, when cholesterol 
increases in any tissue much beyond the normal range, it may be 
combined with fatty acids and stored as such. The high melting 
point of free cholesterol is greatly lowered by the formation of 
ester, in which form cholesterol would escape from the risk of 
being deposited, and would safely be stored in animal tissues. The 
influence of a high cholesterol diet upon muscle hpids was again 
negligible, as was repeatedly observed in cases of feeding experi- 
ments with various other diets. 


SUMMARY AND CONCLUSIONS. 


For convenience’s sake, the results of the foregoing experi- 
ments demonstrated in Table II-VI are abstracted in Table VIII. 

It may be clear that the influence of vitamin B deficiency upon 
the glycogen and lipids contents of the tissues is that of a con- 
siderable decrease of these substances in liver. In muscles, the 
glycogen content appears unaffected. Of lipids, the free cholesterol 
in muscles increases to some extent, while the neutral fat decreases 
and the total lipids content in muscles is also decreased. 

The influences of an exceptional increase of one of three major 
food stuffs are briefly stated as follows: a high’ protein diet causes 


a decrease in glycogen and neutral fat in liver, while, in skeletal- 


muscles, such changes are negligible. By feeding with a high fat 
diet, the definite increase of neutral fat, together with both free 
and bound cholesterol, is striking. Fat and total lipids in muscles 
are also increased thereby, though not significantly. The suprare- 
nal gland is, likewise, little influenced. A high carbohydrate diet 
results in a slight increase of glycogen and fat, or total lipids, in 
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both the liver and skeletal muscles. No appreciable change in the 
above substances is seen in the suprarenal gland. 

A cholesterol diet or cholesterol feeding does not seem to affect 

glycogen, but its influence on lipids contents is characterized by a 
definite increase of neutral fat and bound cholesterol, by less signi- 
ficant increases of free cholesterol and by almost no change in 
phospholipid. 
: In this case, the content of bound cholesterol in liver reaches 
8 times as much as the free cholesterol, and about one-third of the 
total non-phospholipid fatty acids is combined with cholesterol as 
esters. In skeletal muscles, however, no particular changes in 
various lipids fractions is observable. Attention is called to the 
lipids contents in the suprarenal gland in the case of cholesterol 
feeding, as is shown in Table VII, whereby a significant increase 
in bound cholesterol is marked, while phospholipid, free cholesterol 
and neutral fat remain almost unaffected. 

Throughout all the feeding experiments, the glycogen content 
in heart muscle and brain were influenced to the least extent. 

Of lipids fractions, the phospholipid content in tissues was 
strikingly consistent under various nutritional states, despite the 
fact that the neutral fat and cholesterol were greatly dependent 
upon the nature of the diet given the animals. The analysis of 
cholesterol in liver and the suprarenal gland appeared to call parti- 
cular attention to the fact that the increase of cholesterol in tissues, 
by whatever means it may be caused, is brought forth by the in- 
crease of cholesterol in esterified form. 

The author wishes to thank Dr. Morio Yasuda, chief of the 
Biochemistry Department of this Institute, for his helpful criticisms 
throughout the course of this work. 
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UBER DAS SCHICKSAL DER 3,6-DIKETOALLO- 
CHOLANSAURE UND DER £-3-OXY-6-KETOALLO- 
CHOLANSAURE IM KROTENORGANISMUS. 


VON 


MORIHISA TUKAMOTO. 7 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 11. Juli 1939) 


In der vorigen Mitteilunge (Tukamoto 1939) wurde bereits 
berichtet, dass die 3,6-Diketocholansiure im Kroétenorganismus 
sowie die a-3-Oxy-6-ketocholansiure im Kaninchenkoérper unter 
sterischer Umlagerung der Cholanséure in Allocholanséiure und 
unter Epimerisierung der sekundaren Alkoholgruppe in der Stel- 
lung am Cs; des Gallenséiuremolekiils in /-3-Oxy-6-ketoallocholan- 
saiure verwandelt im Harn ausgeschieden wird, deren HO-Gruppe 
der sog. 6-Konfiguration des Sterins und deren Ringe A u. B der 
trans-Dekalinform, dem Cholestanol angehédren. Dabei habe ich 
die Bemerkung gemacht, dass im Organismus auch eine umgekehrte 
Umlagerung auftreten muss. 

In diesem Sinne habe ich in vorliegendem Versuch das 
Schicksal der (-3-Oxy-6-ketoallocholanséure sowie das der 3,6- 
Diketoallocholanséure im Organismus von Kroten untersucht, um 
zu sehen, ob wirklich sterische Umlagerung der beiden Sauren 
stattfinden kann und ob die 3,6-Diketoallocholanséure auch im 
Krotenorganismus unter Reduktion in p-3,6-Dioxyallocholansiiure 
verwandelt wird, wie Miyazi (1938) beim Versuch mit dem 
Kaninchenorganismus beobachtet hat. 

Bei subkutaner Zufuhr von 3,6-Diketoallocholansaéure (insgesamt 
15,6 ¢) wurden aus dem Harn (1,1 Liter) von Kroten 0,25 ¢ £-3- 
Oxy-6-ketoallocholanséure und aus der Galle (110 Gallenblasen ) 
O,le unverinderte 3,6-Diketoallocholansaure gefunden, wobei leider 
keine andere Gallensiuren, weder aus dem Harn noch aus der 
Galle, krystallinisch erhalten werden konnten. 
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Bei Zufuhr von f-3-Oxy-6-ketoallocholansiure (insgesamt 9,8 ¢) 
wurden aus dem Harn von Kroten (2,6 Liter) nur 0,12¢ un- 
verinderte /-3-Oxy-6-ketoallocholansiure und aus der Galle (70 
Fallenblasen) nur eine minimale Menge derselben krystallinisch 
erhalten. 

Daher wurde im Krotenorganismus keine Umlagerung der 
Allocholansaurereihe in Cholanséurereihe und keine Umwandlung 
der trans-Dekalinform in die cis-Dekalinforn’ des Gallensaure- 
molekiils beobachtet. 

Durch diesen Versuch lasst sich jedoch nicht ausschliessen, dass 
eine solehe Umlagerung im Organismus unter keinen Umstanden 
stattfinden kann, da die erhaltene Menge der Sauren aus Harn 
und Galle im Vergleich mit derjenigen der zugefiihrten Gallen- 
séuren sehr gering ist, von denen ein Teil in normale Gallenséuren 
verwandelt und im Organismus ausgenutzt worden sein muss. 

Der Unterschied in den Tatsachen, dass die zugeftihrte 3,6- 
Diketoallocholansiure im Krétenorganismus in f-3-Oxy-6-ketoallo- 
cholansaure, im Kaninchenorganismus aber in /-3-a-6-Dioxyallo- 
cholansaure verwandelt wird, beruht héchstwahrscheinlich auf der 
Verschiedenheit der Versuchstiere und der Versuchsbedingungen. 

Man ist wohl zu den Annahme berechtigt, dass die 6-3-Oxy-6- 
ketoallocholansaure als eine kérperfremde Substanz zu betrachten 
ist und dass sie demzufolge unverandert zum Teil im Harn aus- 
geschieden wird. Weiter ist hier zu bemerken, dass bei Zufuhr 
von -3-Oxy-6-ketoallocholanséure die Gallenblase prall und 
elastisch in Bohnen- oder Daumenkopferosse angefiillt ist und dass 
dabei die Harnmenge im Vergleich mit der der Kontrolltiere 
ziemlich vermehrt ist, wahrend bei Zufuhr von 3,6-Diketoallo- 
cholansaéure die Menge von Galle und Harn nicht merklich erhéht 
ist. Es scheint also §-3-Oxy-6-ketoallocholansiure im Organismus 
choleretisch und diuretisch zu wirken. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 
I. Bei Zufuhr von 3,6-Diketoallocholansiure. 


Den Kroten wurden ca.2cem einer 1%igen 3,6-Diketoallo- 
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cholanatlosung per Tier taglich einmal subkutan verabreicht, am 
nachsten Tag ihr Harn durch Katheterisierung gesammelt und bald 
danach wieder die Gallensiiurelésung injiziert. Diese Behandlung 
wurde in gleicher Weise wiederholt. Andrerseits wurden die so 
behandelten 3-4 oder 7-8 Kroten tiglich nach der Katheterisierung 
getotet, um ihre Gallenblasen herauszunehmen. Der katheteri- 
sierte Harn wurde sofort mittels des elektrischen Féhns in der 
Warme zum Trocknen abgedampft. Die gesammelte Galle wurde 
in Alkohol aufbewahrt. 

Der Versuch wurde von Ende Februar bis Anfang Marz 17 
Tage lang ausgefiihrt. Zum Versuch wurden 110 Kroten ver- 
wendet, Injektion bezw. Katheterisierung erfolete 780 mal, die 
exstirpierten Gallenblasen betrugen 110, der gesammelte Harn 
ergab 1,1 Liter von spec. Gewicht 1010 und die einverleibte Gallen- 
sduremenge betrug insgesamt 15,6 ¢, 


1. B-3-Oxy-6-ketoallocholansdure aus Harn. 

Der getrocknete Harnriickstand wurde mit absolutem Alkohol 
erschopfend extrahiert, der Alkoholauszug auf dem Wasserbade 
eingeengt, mit der doppelten Menge Wasser verdiinnt und unter 
Ansiuerung mit verdiinnter Salzsiure mittels Petrolathers zweimal 
wiederholt geschiittelt. 

Diese Wasser-Alkoholschicht wurde mit einer 5%igen Natrium- 
carbonatlosung schwach alkalisch gemacht und auf dem Wasser- 
bade der Alkohol und Petrolaither abgedampft und eingeengt, wobei 
sich auf dem Boden des Gefiésses eine miassige Menge von Kry- 
stallen abschied. Die abfiltrierten Krystalle wurden in einer 
kleinen Menge Wasser gelést und unter Ansdiuerung mit ver- 
diimnter Salzsiure mit Hssigither ausgeschiittelt. Dieser Essig- 
itherauszug wurde nach dem Waschen mit Wasser und dann nach 
dem Trocknen mit wasserfreiem Natriumsulfat auf dem Wasser- 
bade eingeengt, wobei sich glinzende Krystalle abschieden. Die 
abfiltrierten Krystalle wurden mehrmals aus Aceton-Wasser um- 
krystallisiert. Ausbeute 0,25 g. Prismen vom Schmelzpunkt 247°. 
Sie zeigen mit reiner /-3-Oxy-6-ketoallocholansdure keine Schmelz- 


punktdepression. 
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4,080, 3,885 mg Subst.: 10,985, 10,430 mg COs, 3,540, 3,310 mg H20. 
CoHssO4 Ber. C 73,78 H 9,81 
Gef. ,, 73,52, 73,49 ,, 9,81, 9,53. 
Aus dem von diesen Krystallen abgetrennten Filtrat wurde 
keine Fallung mehr gewonnen. 


2. 38-6-Diketoallocholansdure aus Blasengalle. 


Die in Alkohol aufbewahrte Galle wurde vom Mucin abfiltriert, 
durch Abdampfen vom Alkohol befreit und mit Ather zweimal aus- 
geithert, wodurch sie in einen Atherauszug (A) und eine wasserige 
Schicht (B) getrennt wurde. 

Wasserige Losung (B): die Loésung wurde unter Ansauerung 
mit verdiinnter Salzsdaure mit Essigather ausgeschiittelt, der Hssig- 
atherauszug nach dem Waschen mit Wasser und nach dem 
Trocknen mit wasserfreiem Natriumsulfat eingeengt, wobei sich 
eine teilweise krystallisierte Olige Masse abschied. Diese Masse 
wurde durch Zusatz von Essigather wieder gelost. 

Der Essigétherauszug wurde mit einer 5%igen Sodalosung 
ausgeschiittelt, die Sodalosung nach dem Hinengen abgekiihlt, 
wobei sich eine ziemlich reichliche Krystallmasse absetzte, und 
filtriert. Die Krystallmasse wurde in Wasser suspendiert und 
unter Ansaéuerung mit verdiinnter Salzsiure ausgeadthert. 

Da kein Krystall beim Verdunsten aus dem Atherauszug - 
auftrat, so wurde der Atherauszug zum Trocknen abgedampft, 
getrovknet und in Petrolather einige Male digeriert. Der Riick- 
stand wurde in Ather digeriert und in je eine dtherlésliche und 
atherunlisliche Halfte geteilt. Atherléslicher Teil: beim Verdun- 
sten dieser Loésung wurde ein Krystall erhalten, der zuerst aus 
Essigather, dann aus Aceton mehrmals umkrystallisiert wurde. 
Ausbeute 0,1g. Sechuppen vom Schmelzpunkt 209-210°. Keine 
Schmelzpunktdepression mit 3,6-Diketoallocholansaure. 

3,645, 3,420 mg Subst.: 9,370, 9,260 mg COs, 2,960, 2,795 mg HO. 
CosHseO1 Ber. © 74,19 H 9,34 
Get 5a 45 00K, 90 Ny eens Or0 Oy 

Aus dem atherunléslichen Teil wurde kein einheitlicher 
Krystall gewonnen, obwohl er aus Essigiither oder Aceton mehrmals 
umkrystallisiert wurde. 
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Der Atherauszug (A): beim Verdunsten wurde niemals ein 
Krystall sondern nur eine élige kolloidale Masse erhalten. Somit 
wurde die Atherlésung in Sodalésung aufgenommen, diese Soda- 
lésung eingeengt, wobei Natriumsalz auskrystallisierte. Dieses 
Natriumsalz wurde in Wasser mit verdiinnter Salzsiure mit 
Ather ausgedthert. Aus diesem Atherauszug wurde kein Krystal] 
gewonnen. Daher wurde der Riickstand getrocknet, pulverisiert, 
in Petrolather einige Male digeriert und durch Digerieren in Ather 
in ein atherlosliche und in eine atherunloésliche Halfte geteilt. Aus 
beiden Halften wurde leider kein krystallisierter Koérper erhalten. 


II. Bei Zufuhr von p-3-Oxy-6-ketoallocholansiure. 


In genau gleicher Weise wie vorher wurde den Kroten ea. 2 eem 
einer 1% igen (-3-Oxy-6-ketoallocholanatlésung subkutan verab- 
folgt. Dieses Gallensiuresalz ist in Wasser schwer loéslich. So 
wurde die Gallenséiure in 90%igem Alkohol im Verhaltnis 1:10-13 
gelost, mit berechneter Menge von n-NaOH-losung und weiter mit 
einer 0,6%igen Kochsalzlosung versetzt, bis die Lésung ein Prozent 
der Gallenséure enthalten konnte. 

Der Harn und die Galle wurden in genau gleicher Weise wie 
vorher gesammelt. Der Versuch wurde von Ende April bis An- 
fang Mai 11 Tage lang ausgefiihrt. Die Zahl der zum Versuch 
verwendeten Kroéten betrug insgesamt 70, Injektion bezw. Kathe- 
terisierung erfolgte 490 mal, die gesammelte Harnmenge ergab 2,6 
Liter vom spez. Gewicht 1005, herausgenommen wurden 70 Gallen- 
blasen und eingefiihrt wurde eine Gallenséuremenge von insgesamt 


9,8 g. 


1. Harnbefund. 

Der Riickstand wurde genau wie vorher behandelt. Die Saure 
wurde in Sodalésung aufgenommen, das dabei erhaltene, in Wasser 
schwerlosliche Salz unter Ansaéuren in Essigither, dann nach dem 
Digerieren mit Petrolather in Ather wieder aufgenommen. Aus 
der itherloslichen Fraktion, nicht aber aus der atherunldslichen, 
wurde eine Krystallmasse erhalten, die aus Essigather und Aceton- 
Wasser mehrmals umkrystallisiert wurde. Prismen vom Schmelz- 
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punkt 247°. Keine Schmelzpunktdepression mit reiner /-3-Oxy- 
6-ketoallocholansdure. Ausbeute 0,12 g. 
3,510, 3,550 mg Subst.: 9,450, 9,590 mg COs 3,080, 3,090 mg H:O. 
HoaHssOxs Ber. C 73,79 H 9,81 
Get. ils ASelo,OF «  Dbeoss 2: 

Das von dem in Wasser schwerléslichen. Salz abgetrennte 
Filtrat wurde unter Ansauerung mit verdiinnter Salzsaure aus- 
gefillt, die Fallung in Ather aufgenommen und die in Ather 
unlosliche Masse in Ammoniaklésung gelést und wieder unter 
Ansiuerung mit verdiinnter Salzsiure mit Ather extrahiert. 

Die beiden Atherausziige wurde vereinigt und in Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. Der dabei abgeschiedene Krystall 
wurde aus Essigither und aus Aceton-Wasser mehrmals umkrystal- 
lisiert. Prismen vom Schmelzpunkt 247°. Keine Schmelzpunkt- 
depression mit reiner /-3-Oxy-6-ketoallocholansaure. 


. 


2. Gallenbefund. 


Aus der von Mucin befreiten Galle wurde genau wie vorher 
der Atherauszug (A) und die wisserige Lésung (B) gewonnen. 

Obwohl der Atherauszug (A) iiber Natriumsalz regeneriert 
wurde wie vorher, wurde doch kein Krystall daraus gewonnen. 
Somit wurde der Riickstand in Essigiither wieder in Sodalosung 
aufgenommen, das beim Hinengen abgeschiedene Natriumsalz unter 
Ansiuerung mit verdiinnter Salzsiure wieder in Ather auf- 
genommen. Der aus diesem Atherauszug erhaltene Riickstand 
konnte nicht in Krystallform gebracht werden, obwohl er aus 
Essigather oder aus Aceton umkrystallisiert wurde. 

Die wasserige Losung wurde unter Anséiuerung mit verdiinnter 
Salzsdure in Kssigather, dann in Sodalésung aufgenommen, das 
beim Einengen der Sodalésung erhaltene Natriumsalz unter An- 
sauerung mit verdtinnter Salzsiure ausgedthert. Aus diesem 
Atherauszug wurde kein Krystall gewonnen. 

Diese Behandlung wurde nochmals wiederholt. Aus dem 
letzten Atherauszug wurde eine minimale Menge von Krystallen 
an der Wand des Gefadsses erhalten, die aus Aceton-Wasser in 
Prismen krystallisierten. Sie zeigten mit der aus dem Harn er- 
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haltenen §-3-Oxy-6-ketoallocholansiiure keine Schmelzpunktdepres- 
sion. 
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UBER DIE KOLORIMETRISCHE MIKROBESTIMMUNG 
DES FORMALDEHYDS. 


Von 


DANJI MATSUKAWA. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts 
in Tokio. Direktor: Dr. Akiji Fujita.) 


(Eingegangen am 13. Juni 1939) 


Ich (19391) habe schon eine genaue Mikrobestimmungs- 
methode des Formaldehyds beschrieben, die darin besteht, dass 
man Aldehyd mittels Dimedon fallt, wie Velluz (1932) und 
Wadsworth (1936), und das entstandene Aldomedon nicht 
gewichtsanalytisch, sondern oxydimetrisch bestimmt wird, wie bei 
der Lipoid-bestimmung von Bloor (1928) und Nicloux (1927). 
Diese Methode ist zur Bestimmung von mehr als 0.1 mg Formal- 
dehyd geeignet. Da die Bindung zwischen Formaldehyd und 
Dimedon sehr fest und undissozierbar ist, wird das reversibel 
_gebundene Formaldehyd, wie es bei der Formoltitration der Amino- 
sfure der Fall ist, durch Dimedon von der lockeren Bindung 
losgerissen und ausgeschieden. Um den Chemismus der Toxoid- 
bildung aus Bakterientoxinen zu untersuchen, ist es daher wichtig, 
das Formaldehyd auch nach dem anderen Princip zu bestimmen 
und die Werte mit denen mittels Dimedon zu vergleichen. Ich 
habe dazu eine genaue kolorimetrische Bestimmungsmethode aus- 
gearbeitet, die im folgenden beschrieben werden soll. 

Bisher wurde die kolorimetrische Bestimmung des Formal- 
dehyds vielfach versucht, so z.B. durch Resorcinreaktion nach 
Zhitkova (1936), Phloroglucinreaktion nach Collins (1916), 
Phenylhydrazinreaktion nach Schryver (1920) und Hyman 
(1930), fuchsinschweflige Saurereaktion nach Fricker (19387). 
Die entstandene Farbe all dieser Reaktionen sind aber sehr un- 
bestiindig. Sie kénnen zwar zur qualitativen Bestimmung ange- 
wandt werden, aber keine ist zur genauen quantitativen Bestim- 
mung geeignet. Die hier zu beschreibende Methode ist wohl auf 
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der Phenylhydrazinreaktion begriindet, aber sie ist soweit ver- 
bessert, dass die entstandene Farbe praktisch bestandig genug, 
reproduzierbar, dusserst empfindlich (man kann bis zu 0.4y Formal- 
dehyd genau bestimmen) und fiir Formaidehyd bedeutend spezi- 
fisch ist. Nach Beschreibung der Methode werden die Ergebnisse 
der Bestimmung des freien Formaldehyds in roher Diphtherietoxin- 
losung wahrend der Toxoidumwandlung berichtet. 


IT. KoLorIMETRISCHE BESTIMMUNG DES FORMALDEHYDS. 


Reagenzien. 
1. 8%ige NaCl-Losung. 
2. 0.5%ige Phenylhydrazinhydrochloridlésung in 50 Vol.- 
%igem Athylalkohol. 

Kaufliches Praparat von Phenylhydrazin-HCl (Takeda) ist 
braiunlich gefarbt. Es soll folgendermassen gereinigt werden: In 
einen Kolben mit lecm destilliertem Wasser und etwa 50 ecem 
absolutem Alkohol werden etwa 2 g¢ Phenylhydrazin-HCl gebracht, 
dureh Erwirmen!’ im Wasserbad gelost und sofort filtriert. Das 
Filtrat wird unter Schiitteln im Eiswasser abgekiihlt. Reichliche ° 
schuppenartige Krystalle scheiden ab, die abgenutscht werden. Die 
Krystallmasse wird mit eisgekiihltem absoluten Alkohol gewaschen, 
bis die braunen Farbstoffe vollkommen beseitigt werden. Die 
Krystalle werden im Exsikkator tiber KOH getrocknet und in gut 
verschlossener Flasche im Dunkeln aufbewahrt. 50mg dieser 
gereinigten Krystalle werden in 5.0 cem Wasser aufgelést und mit 
5.0cem absolutem Alkohol gut gemischt. Diese Losung wird 
einmal taglich frisch hergestellt und in Hiswasser gelegt.”? 

8. 25%ige Kaliumferricyanidlésung in 40 Vol.-Yigem Athyl- 

alkohol. 


1) lLanges Erhitzen muss vermieden werden. 

2) Beim Stehen bei Zimmertemperatur farbt sich die Losung nach 6 
Stunden etwas gelblich und nach 24 Stunden ziemlich deutlich gelb, wahrend 
sie im Hisschrank selbst nach 24 Stunden farblos bleibt. Durch Gegenwart 
des Alkohols in der Phenylhydrazinlésung entsteht keine Triibung nach Ferri- 
eyanid-Zusatz. 
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2.5 g K-ferricyanid (pro analysi) wird in 50 cem Wasser gelist, 
40 ccm absoluter Alkohol zugesetzt. Nach dem Mischen und 
Abkithlen wird das Wasser auf 100 ccm aufgefiillt.” Man bewahrt 
es in brauner Flasche auf. Bei Zimmertemperatur bleibt es lange 
haltbar.”? 


4, Salzséurelésung. 


Konzentrierte Salzsdure (pro analysi, Sp. G. 1,19, mit ea. 37% 
HCl) wird mit Wasser aufs doppelte verdiinnt. 


5. Absoluter Athylalkohol. 


Man destilliert einmal den kauflichen absoluten Alkohol mit 
glasgeschliffenem Apparat. 


Ausfiihrung. 


Zu 2,0 cem der zu untersuchenden Lésung mit 0,02 bis 1,0 mg- 
%igem Formaldehyd (optimal 0,1 bis 0,2mg¢%) werden 1,0 cem 
8%iges NaCl und 1,0 cem Phenylhydrazinlésung zugesetzt.. Nach 
gutem Mischen wird sie 5 bis 10 Minuten lang ins Wasserbad von 
40°C gebracht.®) Dann fiigt man 0,5 eem Ferricyanidlésung hinzu. 
Nach dem Mischen setzt man sofort 0,75 cem Salzsdiurelésung zu 
und misecht wieder griindlich durch. Es wird 10 Minuten lang in 
ein Wasserbad von 15°C gelegt. Die Losung wird je nach dem 
Gehalt des Formaldehyds mehr oder weniger schon rot mit emem 
Stich ins Violett. In 5mm-Kiivette? wird mit Pulfrich-Photo- 
meter (Filter S 53) die Extinktion gemessen. Als Blindversuch 
verwendet man Wasser statt der zu bestimmenden Loésung. Die 
Berechnung geschieht nach folgender Formel: 


X =0,530:(H—E>):v[mg % Formaldehyd] 


1) Durch Gegenwart des Alkohols in der Ferricyanidlésung tritt keine 
Triibung nach Zusatz der Reagenzien auf. Ausserdem hemmt der Alkohol die 
Entstehung von Schimmelpilzen in der Ferricyanid-Lésung. 

2) Nach einem Jahr langem Liegen im Zimmer war die Extinktion der 
entstandenen Firbung mit den Reagenzien etwa 15% niedriger. 

3) Man darf nicht linger als 20 Minuten erwirmen. Dann farbt sich 
auch die Blindprobe. 

4) Vor Photometrierung wird die Kiivette am besten vorher im Wasser- 


bad von 15°C erwiirmt. 
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wobei H die Extinktion des Hauptversuches, Hy die des Blindver- 
suches, v die Verdiinnung bedeutet. Ho ist gewohnlich 0. Die 
Versuchsfehler betragen gewohnlich +2%.? 


EXPERIMENTELLES. 
1. Einfluss der Wirkungsdauer des Phenylhydrazins und der 
Temperatur. 

Zu 2,0cem 0,093 mg%iger HCHO-Loésung werden NaCl- und 
Phenylhydrazinlésung vorschriftsmassig zugesetzt und die Gefasse 
im Wasserbad von 20 bis 50°C verschieden lange eingebracht. 
Danach fiigt man vorschriftsmassig Ferricyanid- und HCl-Losung 
hinzu, bringt dies 10 Minuten in ein Wasserbad von 20°C und 
photometriert. Die Ergebnisse sind in Abb. 1 wiedergegeben. 
Man sieht daraus, dass die Extinktion der Farblosung nach der 
Wirkung des Phenylhydrazins bei 40°C am bestandigsten ist. 

2. Einfluss der Temperatur bei der Wirkung des Ferricyanids. 

2,0cem 0,1 mg%ige HCHO-Losung werden vorschriftsmassig 
behandelt.. Nach Zusatz der siémtlichen Reagenzien werden die 
Gefasse 10 Minuten lang ins Wasserbad von verschiedenen Tem- 
peraturen gelegt und photometriert. Wie aus Abb. 2 ersichtlich 
ist, werden die Extinktionen oberhalb 20°C deutlich kleiner. Ich 
habe daher in die Vorschrift bequemlichkeitshalber ein Erwarmen 
auf 15°C aufgenommen. 


Abb. 1. Abb. 2. 
eB 
0.200;—+ 
aed 
0.150 


O lOR ZO 5 SOLO 
—— Temperatur (C) 


3. Einfluss der Dauer zwischen Zusatz des Ferricyanids und 
der Salzséure. 


1) Phenol hat in den praktisch in Betracht kommenden Konzentrationen 
keinen Einfluss auf Extinktion. 
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2,0cem 0,lmg%ige HCHO-Losung werden vorschriftsmiassig 
behandelt, nur mit dem Unterschiede, dass man nach Zusatz des 
Ferricyanids entweder sofort, nach 5 Minuten oder nach 10 
Minuten Salzsdurelésung hinzugefiigt. Wie aus Abb. 3 hervorgeht, 
muss die Salzsiure sofort zugesetzt werden. 


4. Einfluss der Menge der zugesetzten NaCl-Lésung. 


Zu 2,0cem 0,09 me%iger HCHO-Lésung wird 1,0 ccm ver- 
schieden konzentrierter NaCl-Losunge und Phenylhydrazinlésung 
zugesetzt, ins Wasserbad von 40°C verschieden lange gebracht und 
vorschriftsmissig behandelt. Wie Abb. 4 zeigt, sind die Konzentra- 
tionen der NaCl-Losung zwischen 7 bis 10% belanglos und die 
entstandene Farbe bestandig. Dariiber hinaus werden die Extink- 
tionen unbestindiger. Nebenbei sei erwihnt, dass die Extinktionen 
ohne Zusatz der NaCl-Losung je nach der Mischungsweise des 
Ferricyanids variabel sind, wahrend diese Unbequemlichkeit nach 
Zusatz von NaCl verschwindet. 


Abb. 3. Abb. 4. 
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5. Absorptionsspektrum der gefarbten Lésung. 

2,0 cem 0,392 me %ige HCHO-Lésung werden vorschriftsmassig 
behandelt. Von dieser Losung werden die Extinktionen mit ver- 
schiedenen Filtern gemessen. Die Ergebnisse sind in Abb. 5 dar- 
gestellt. Wir haben deshalb als geeignetesten Filter S 53 benutzt. 


6. Extinktion und Formaldehydkonzentration. 


Verschieden konzentrierte Formaldehydlosungen” werden vor- 
schriftsmissig behandelt. Die gemessenen Extinktionen sind in 


1) Verdiinnte HCHO-Lisung ist ziemlich unbestandig. So fand ich 
10 mg%ige Lésung 2 bis 3 Tage nach Herstellung konstant, aber nach 11 


Tagen etwa 13% weniger. 
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Abb. 6 wiedergegeben. Man sieht daraus, dass die Extinktionen 
und Konzentrationen mindestens bis 0.4mg% Formaldehyd voll- 
kommen proportional sind. Aus 10 Messungen mit 0.1 mg%iger 
Lésungen und 4 Messungen mit 0,2mg%iger Losungen ergab sich 
der durchschnittliche f-Wert (d.h. mg%/E) 0.530. 


Abb: 5. Abb. 6. 
0.8 


9 
oO 


° 
A 


9 
w 


9 
NO 


—— ESS, Spin) 


9 


= pS ee ee ee 

400 450 500 550 600 650 700. 750 Ql G2, 03704 

— > Wellenliinge MYL — kKonzentratior vor. 

HCHO iv mg% 

7. Bestindigkett der gefarbten Losung. 
0,.lmg%ige HCHO-Loésung wird vorschriftsmissig behandelt 
und die Extinktion der entstandenen Farblosung zeitlich bei 15°C 
verfolgt. Wie aus Abb. 7 ersichtlich ist, bleibt die Extinktion bis 
40 Minuten konstant. 


Abb. 7. 
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8. WSpezifitat der Methode. 


Von den biologisch in Betracht kommenden Aldehyden sind 
Glycerinaldehyd und Acetaldehyd, wie Tabelle I zeigt, selbst bei 
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1%iger Lisung fiir die Bestimmung praktisch fast belanglos. 
1%ige alkoholische Isobutylaldehyd- und Benzaldehydlésung” 
zeigen orange Farbe. Ausserdem priifte ich foleende Stoffe (etwa 
0,1% ): Glucose, Fructose, Ascorbinsiure, Glutathion, Harnstoff, 
Glykokoll, 1-Tyrosin, I-Cystein, /-Methionin, /-Arginin, 1-Histidin, 
l-Tryptophan, Glycylglycin, Harnsiure, Gallussiure, Gerbsiure, 
Methylglyoxal, Hieralbumin, Gelatine, d-Gluconsiure. Aber keines 
zeigte rote Farbe wie Formaldehyd. Alles war leicht gelb bis gelb 
und kommt ftir Formaldehydbestimmung praktisch kaum in 
Betracht. 


TABELLE I. 
Farbe 
ee eae: a a 
eg Sofort Nach 15 Minuten bei 15°C 
Glycerinaldehyd 1% Rotorange Leicht rotorange. Blasst sofort 
; ab. (entsprechend 0,139 mg% 
: HCHO). 
Acetaldehyd 1% Gelborange | Leicht gelborange. Almahlich 
entfarbt. 
Aldol ca. 0.1% Schmutzig Schmutzig gelbgrtin 
gelb 


9. Lusateversuch. 


Wenn man zu 1,0 cem neutralisierter Bouillon 1,0 cem 0,2 mg 
%iges HCHO zusetzt und vorschriftsmassig bestimmt, so findet 
man wegen der Hemmung der Farbenreaktion durch Bouillon- 
bestandteile etwa 66% des zugesetzten Formaldehyds wieder. Bei 
der 10 fach verdtinnten Bouillon ergibt sich 96%, bei mehr als 
20 fach verdiinnter 100% des Zusatzes. 

Wenn man aber zu 1,0 cem neutralisierter Bouillon 1,0 cem 2 
me %iges HCHO zusetzt und dann auf 20 fach verdiinnt und vor- 
schriftsmassig bestimmt, so kann 100% des zugesetzten Formal- 
dehyds wiedergefunden werden. Da die Toxin-Lésung zu Unter- 
suchungen des Formaldehyds mehr als 100 fach verdiinnt wird, 
kann kein Einfluss der anderen Aldehyde oder Bouillonbestandteile 


1) Beide Aldehyde sind in Wasser. kaum loslich. 
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auftreten. Bei 1%iger Ammoniumsulfat- oder Glykokolllésung”’ 
wird die zugesetzt Menge des Formaldehyds vollkommen wieder- 


gefunden. 


JI. ViERSCHWINDEN DES FREIEN F'ORMALDEHYDS IN DER 
RoHTOXINLOSUNG IM VERLAUF DER 
ToxoIDUMWANDLUNG. 

Um zu erfahren, welche Aenderung des freien Formaldehyds 
wahrend der Umwandlung des Toxins ins Toxoid stattfindet, habe 
ich von der Toxinlésung den Formaldehydgehalt sowohl oxydi- 
metrisch mit Dimedon als auch direkt kolorimetrisch zeitlich 
verfolet. 

Das untersuchte Material war Bouillonkultur sehr virulenter 
Diphtheriebazillen. Nach der Zentrifugierung (20 Minuten mit 
der Geschwindigkeit von 3000 Touren pro Minuten) wurde die 
uberstehende Flissigkeit abpipettiert und durch Berkefeld-Filter 


Abb. 8. 
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1) Vgl. Matsukawa (1939, 2). 
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V filtriert. Das Pu war 8,5. Gesamt-N: 3,490 mg pro eem, NHo-N 
(mit der modifizierten Formoltitrationsmethode gemessen.’) 0,715 
mg pro cem. NHs3-N (nach Vakuumdestillation nach van Slyke: 
0,144mg pro cem. M.L.D.:0,002cem. Lf:5,8 pro em. Kf:45 
Minuten. 

Zu diesem Filtrat im Kolben setzt man von dem kiuflichen 
Formalin (P.J.V.) auf 0,25 bzw. 0,5% zu, schliesst mit Gummi- 
pfropfen fest zu und ein aliquoter Teil desselben wird ab und zu 
abpipettiert und gemessen. 

Die Ergebnisse sind in Abb. 8 gezeichnet. Wenn man die 
beiden Werte vergleicht, so ist es augenscheinlich, dass die kolori- 
metrisch bestimmten Werte immer deutlich kleiner als die mit der 
Dimedonmethode bestimmten sind. Da die Bindung des Formal- 
dehyds mit Dimedon sehr fest ist, so liegt es sehr nahe anzunehmen, 
dass die Unterschiede der beiden Werte die reversibel gebundenen 
Anteile des Formaldehyds darstellen.?? Wie aus der Kurve her- 
vorgeht, wird von dem zugesetzten Aldehyd schon innerhalb 24 
Stunden ein bedeutender Teil gebunden, wihrend die weitere 
Bindung sehr allmahlich steigt. Das gebundene Formaldehyd ist 
nach 380 Tagen je nach dem zugesetzten Formaldehyd verschieden. 
Je kleiner die zugesetzten Formaldehydkonzentrationen, desto 
weniger Aldehyd wird gebunden und es zeigt kKaum eine Neigung, 
diese noch weiter zu vermehren, wie ich schon in der vorangehenden 
Mitteilung (Matsukawa 1939,1) hervorgehoben habe. Wieviel 
von der beobachteten Abnahme des Aldehyds durch Toxin selbst 
hervorgebracht worden ist, soll nach Herstellung des reinen Toxins 
spater erneut geprift werden. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Es wurde eine fiir Formaldehyd sehr spezifische und hoch 
empfindliche kolorimetrische Bestimmungsmethode beschrieben. 
2. Der Verlauf der Anderung des freien Formaldehyds 


1) Vgl. Matsukawa (1939, 2). 

2) Da das Dimedon andere Aldehyde ausser Formaldehyd auch mitfalit, 
kénnen die Unterschiede wenigstens teilweise von den etwa gebildeten anderen 
Aldehyden hervorgerufen worden sein. 
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wihrend der Umwandlung des Toxins ins Toxoid wurde sowohl 
direkt kolorimetrisch als auch nach Fallung durch Dimedon oxydi- 
metrisch verfolgt und die Unterschiede der beiden Werte hervor- 
gehoben und diskutiert. 

Diese Arbeit wurde auf Veranlassung und unter Leitung von 
Herrn Dr. Akiji Fujita ausgefiihrt, dem ich hier meinen herz- 
lichen Dank ausspreche. 
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UBER DIE KOLORIMETRISCHE MIKROBESTIMMUNG 
DES KUPFERS. 


Von 


ISAMU NUMATA unp DANJI MATSUKAWA. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts 
in Tokio, Direktor: Dr. Akiji Fujita.) 


(Hingegangen am 26, Juli 1939) 


Zur Untersuchung der Ascorbinsaiureoxydase sind wir gendotigt, 
den Kupfergehalt genau zu bestimmen. Wir priiften die bisher 
angegebenen kolorimetrischen Bestimmungsmethoden, dabei fanden 
wir, dass die Cryogeninmethode von Sarata (1933) unzuverlassig¢ 
ist, weil die Farbe von der Gegenwart des Sauerstoffs abhangig, 
die Extinktion der Cu-Konzentration nicht proportional, und die 
Tsolierung des Cu als CuS sowie die Befreigung der anderen Metalle 
ausser Cu schwierig ist.» Die Methode von Elvehjem u. Lindow 
(1929) ist aber zu unempfindlich, so dass sie fiir unsere Zwecke 
kaum in Betracht kommt.’ Schliesslich erwies es sich, dass die 
Dithizonmethode von Fischer u. Leopoldi (19383) trotz einiger 
Umstiandlichkeit die zuverlissigste von den bisher angegebenen 
Methoden ist, unter der Voraussetzung, dass eine bestimmte Vor- 
schrift genau befolgt wird. Da die Methode in der Originalarbeit 
nur kurz behandelt, und die notigen Bedingungen und Vorsichts- 
massregeln nicht genau berichtet worden sind, haben wir die 
Methode eingehend untersucht und in der _ vorangehenden 
Mitteilung (Ebihara, Numata, u. Matsukawa 1939) ausfthr- 
lich beschrieben. Nach weiter fortgesetzten Versuchen scheint es 
uns notig zu sein, die genaue endgiiltige Vorschrift hier von neuem 
zu beschreiben, da wir die Methode seitdem in einigen Punkten 
etwas berichtigt und verbessert haben. 


1) Vel. Ebihara, Numata u. Matsukawa (1939). 
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REAGENZIEN. 


1. Herstellung der Dithizon-Stammlosung. 


10 mg Dithizon (pro analysi, Takeda) werden in 50 cem CCl, 
gelést und in Scheidetrichter gebracht. Gleiches Volumen 
Ammoniaklésung!) wird zugesetzt und tiichtig geschiittelt, dabei 
geht das simtliche Dithizon in die wasserige Phase tiber. Die 
beigemischten gelben Oxydationsprodukte bleiben in CCl4-Phase, 
die abgeworfen werden. 50cem CCl, werden der wasserigen 
Lésung hinzugefiigt. Es wird mit etwa 25 cem 1%iger Schwefel- 
sdurelosung tiichtig geschiittelt, wobei das Dithizon in CCl4-Phase 
tibergeht und sich schon griin farbt. Die letztere Losung wird 
mehreremale mit 2 bis 3 Volumen Wasser gewaschen, in die braune 
Flasche gebracht, mit halbem Volumen Schwefligesdiure-Lésung” 
iiberschichtet und im Eisschrank aufbewahrt. Dieses Reagens 
erwies sich wenigstens 10 Monate lang brauchbar. 


2. Herstellung der verdiinnten Dithizonlosung. 

Die obengenannte Stammldsung wird mit 3 Volumen destill- 
iertem Wasser 8 mal gewaschen und mit CCl, aufs dreifache ver- 
diinnt. Zur Bestimmung wird diese verdiinnte Lésung verwendet. 
Diese gewaschene Losung ist nicht mehr als 1 Tag brauchbar. 


AUSFUHRUNG. 
1. Sehritt. 


a eem der zu prufenden Losung (mit weniger als 6y Cu) 
werden in einen Scheidetrichter (mit ca.50 cem Inhalt) gebracht 
und mit destilliertem Wasser auf 5,0cem aufgefiillt. Dazu gibt 
man 1,0cem 10%ige H2,SO,-Losung und 3,0cem Dithizonlésung 
und schuttelt 5 Minuten. 

Anmerkung: Wenn der Cu-Gehalt kleiner als 4y ist, so zeigt 
sich die CCly-Phase dunkelgriin. Bei 6y Cu farbt sie sich dunkel- 
violett. Bei 10y Cu wird sie rotviolett, was die ungeniigende 


1) Zu 1leem konzentrierter Ammoniaklésung werden 200 ccm Wasser 
zugesetzt. é 
2) Etwa 12%ige Lésung von NasSO;.7H2O in In H2SQ,. 
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Dithizonmenge anzeigt. Z 


2. Schritt. 


Die CCly-Phase wird in ein kleines Zentrifugierglas (etwa 25 
eem Inhalt) aufgenommen und die wiasserige Phase wird abworfen. 
Den an der Oberfliche schwebenden CCly-tropfen lasst man im 
Scheidetrichter bleiben. Die CCly-Phase im Zentrifugierglas wird 
durch Kapillarpipette in den Scheidetrichter gebracht und die etwa 
ubrigbleibenden CCl,-Reste im Zentrifugierglas mit 1,0 cem CCl, 
gewaschen und quantitativ in den Scheidetrichter gebracht.2 Dazu 
setzt man 4,0cem Ammoniaklosung (1:200) und _ sehiittelt 2 
Minuten (etwa dreimal pro Sekunde). Die CCly-Phase (dem 
Kupfergehalt proportional rotviolett gefarbt) wird in das Zentri- 
fugierglas genommen und die wasserige Ammoniaklésung”’ wird 
abgeworfen. Der an der Oberflaiche schwebende CCly-tropfen wird 
im Scheidetrichter gelassen. Die CCly-Phase im Zentrifugierglas 
wird mit einer Pipette méglichst quantitativ in den Scheidetrichter 
gebracht. Das Zentrifugierglas’ wird zweimal mit 2,0cem Am- 
moniaklosung gewaschen und die Waschloésung in den Scheidetrich- 
ter gebracht. Dann schiittelt man 2 Minuten wie oben beschrieben. 
Das Waschen mit Ammoniakloésung wird im ganzen siebenmal 
wiederholt. 


3. Schritt. 


Die CCl4y-Phase wird in den Scheidetrichter gebracht. Das 
Zentrifugierglas wird mit kleiner Menge CCl, gespiilt, welches man 
in den Scheidetrichter bringt. 5cem 1%iges H2.SOy werden zu- 
gesetzt und 1 Minute geschiittelt. Bei Gegenwart des Kupfers 
fairbt sich die CCly-Phase violett. Kontrolle ist wasserklar und 
zeigt keine Extinktion. Mittels Filtrierpapier, welches vorher mit 
CCl, benetzt wird, filtriert man die CCly-Phase ins Reagensglas 
mit markierten Skalen. Die Wasserige Phase wird abgeworfen. 
Der an der Oberflache schwebende CCl4-Tropfen sowie die an der 


1) Die CCli-Phase im Scheidetrichter betragt dadurch 4,0 ccm. 
2) Die wiisserige Ammoniakloésung ist gelbbraun und mit den Wieder- 
holungen des Waschens wird die Farbe allmahlich diinner, 
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Wand haften bleibenden CCly-Spuren werden mit kleiner Menge 
CCl, gewaschen und filtriert. Die CCly,-Loésung wird mit CCl, auf 
5,0 cem aufgefullt. 

4, Schritt. 


Man nimmt die CCl4y-Losung in die 5 mm-Kiivette? und photo- 
metriert mit Pulfrich-Photometer (S 55). Die Messung muss 
innerhalb 10 Minuten” nach dem 3. Schritt ausgeftihrt werden. 
Die Kupfermenge xy pro cem der zu bestimmenden Losung wird 
nach der folgenden Formel berechnet. 


ep 


a 
wobi a die verwendete Menge der zu bestimmenden Lésung in 
cem, H die gemmessene Extinktion bedeutet. 

Anmerkung. 1) Die f-Werte sind aus den 4 Messungen mit 
2,0 cem der Lésungen mit 2y Cu pro ecm berechnet. 

Alle gefundenen Werte waren iibereinstimmend (S 55, 
d=5,00 mm) : 0,250 

Miso fat ee alee 
0,250 

Diese Werte sind mindestens zwischen 15 bis 37°C von der 
Temperatur unabhangig. 

2) Dass die Extinktionen den Kupferkonzentrationen genau 
proportional sind (wenigstens bis 4y Cu), zeigen die Ergebnisse 
in Tabelle I. 


TABELLE I, 
| 
S 55, 5,05 mm S 53, 5,05 mm 
Kupfermenge 
Ay E A/E E A/E 
it 0,06 (16,7) 0,060 (16,7) 
2 0,125 16 0,115 ee 
4 0,250 16 0,235 LEO 
6 0,350 GUA 0,540 CATETO) 


1) Bei kleiner Kupfermenge verwendet man lieber 10 mm-Kiivette. 
2) Wenn £ kleiner als 0,1, nimmt die Extinktion nach 10 Minuten ab. 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


Die kolorimetrische Mikrobestimmungsmethode des Kupfers 
nach Fischer-Leopoldi wurde ausfiihrlich beschrieben. Unter 
Beibehaltung der beschreibenden Bedingungen kann diese Methode 
als eine genaue und zuverlissige bezeichnet werden. 

Herrn Dr. Akiji Fujita sprechen wir hier unseren besten 

- Dank fiir seine freundliche Leitung bei dieser Arbeit aus. 
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THE SIMULTANEOUS MICRO DETERMINATION OF 
VARIOUS FRACTIONS OF LIPIDS (PHOSPHOLIPID, 
CHOLESTEROL AND FAT), TOGETHER WITH 
THE DETERMINATION OF THEIR 
IODINE NUMBERS. 


By 


MORIO YASUDA ann KORENORI OHNO, 


(From the Biochemical Laboratories, Institute for Research in Physical 
Education, Ministry of Education, and Institute of Public Health, 
Ministry of Welfare, Tokyo.) 


(Received for publication, August 18, 1939) 


As is generally recognized, phospholipid, cholesterol and fat 
are regarded as the three major and most important fractions of 
the lipids. Their universal existence in blood, tissues and organs 
is not only significant, but the close interrelationship between them 
has led to the prevailing view that biological studies of lipids should 
be made simultaneously with observations of all these fractions. In 
previous papers one of us has reported on the determination of 
cholesterol (Yasuda, 1931, 1936), and the determination of the 
iodine number of lpids including sterols (Yasuda, 1931-32, 
1937-a). 

In this publication we are attempting to describe a method by 
which all the important lipids are successively separated from the 
alcohol-ether extracts of biological materials and are determined 
thereafter. 

The principles of our method are schematically illustrated 
below : 

The main features of these principles are 1) each lpid frac- 
tion is precipitated and separated before the determination, 2) after 
one fraction is separated, the residue which has usually been wasted 
off, is used for the separation of another fraction so that a much 
lesser amount of material would suffice for the, so-to-speak, dit- 
ferential analysis of lipids, than in other methods so far ayailable. 

It is obvious that the quantitative separation of lipids is of 
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The alcohol-ether extract is first evaporated to dryness, and extracted with 
petroleum ether. The petroleum ether extract is concentrated, 
and then acetone and electrolyte (MgCle) are added 


| “Pe 
Precipitate Mother liquid 


| 
(PHOSPHOLIPID Digitonin is added 
‘and its IODINE 
NUMBER are ie, mi 
determined on Precipitate Liquid 
this precipitate) 


| 
(FREE CHOLESTEROL Excess digitonin is 
is determined) precipitated and 
removed by filtration 


The filtrate is saponified, 


with KOH, neutralized, 
and added to digitonin 


| ! 


Precipitate ee 
(BOUND CHOLESTEROL Excess digitonin is again 
is determined ) precipitated and removed 
by filtration 


The filtrate is evaporated, 
added to alcohol and 
KOH to saponify remain- 
ing fatty acids. Alcohol 

is evaporated off 


Soaps are dissolved in 
hot water and acidified 


| | 


Precipitate Liquid 


(NON PHOSPHOLIPID (Disearded) 
FATTY ACIDS and their 

IODINE NUMBER 

are determined) 


(Note. Neutral fat is obtained by following calculations: 

Non phospholipid F.A. — Bound cholesterol F.A. = Neutral fat F.A. 

Neutral fat F.A. x factor = Neutral fat) 
vital importance in this case. We are quite familiar with the 
separation of phospholipid by acetone, and of cholesterol by 
digitonin, but the precipitation of fatty acids and their subsequent 
determination have not been likewise studied. We have therefore 
experimented first on the standard solutions of different fatty acids, 
and some of the commercial fats and oils with respect to the 
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quantitative precipitation of fatty acids. We found that the sepa- 
ration of fatty acids, either saturated or unsaturated, was satis- 
factory and that their iodine numbers were not changed by the 
procedures of separation. 

The complete precipitation of phospholipid, regarding which 
questions have often been raised, was next demonstrated. Then, 
we have seen that the application of the principles aforementioned 
to the tissue extracts gave agreeable results. We were therefore 
convinced that our method, presented here, would enable one to 
determine all important lipids simultaneously, together with their 
iodine numbers, on a small amount of material. 


EXPERIMENTAL. 

Precipitation of fatty acids—As_ substrates, palmitic acid 
(Merck, Extra pure) and oleic acid (Kahibaum) were used. 
From 0.1 and 0.5 per cent chloroform solutions of these fatty 
acids, suitable aliquots (as indicated in Table I) were taken into 
small flasks of 50 ce. volume. Chloroform was first evaporated, 
then the residue was added to 10 ce. of redistilled alcohol, heated 
for a few minutes on the water bath to dissolve the fatty acids in 
hot aleohol, and titrated, while still hot, with N/50 NaOH. As 
an indicator, one drop of phenolphthalein was used. Blank titra- 
tion for aleohol only was likewise carried out. 

About the same aliquots of chloroform solution of palmitic 
acid were measured into small flasks. After the chloroform was 
removed by evaporation, the residue was dissolved in about 5 ce. 
of hot alcohol, added to 0.1 ce. of watery saturated solution of 
KOH and heated on the water bath gently for about 20 minutes 
to saponify the fatty acid. The remaining alcohol was removed by 
evaporation and the residue was added to about 10 cc. of distilled 
water and heated on the water bath for a while to dissolve the 
soap. After cooling, the contents of the flask were acidified to 
precipitate the fatty acid, by adding 0.5 to lec. of H2SO, (made 
by mixing equal parts of H2,SO,4 and water), and placed in ice cold 
water for about 1 hour. The precipitate of fatty acid was separated 
by filtering through the glass filter which is used for the deter- 


~ 
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mination of cholesterol (see Yasuda, 1936). The precipitate of 
fatty acid in the filter was washed four times with 5 ce. portions 
of cold water, whereby traces of H,SO, used for the precipitation 
of the fatty acid were completely removed. Lastly, the fatty acid 
in the filter was dissolved in hot alcohol, filtered into a small flask, 
and titrated with NaOH as before. The recovery of palmitic acid 
after the above treatment is shown in Table J. The same experi- 
ments were done on oleic acid. It is certain that the precipitation 
of fatty acids and their separation by filtration were quantitative, 
although the recoveries were about 5 per cent lower than the theory. 


TasBue I. 
Determination of fatty acids by titrating with alkali. 


Fatty acids recovered 
Mode of - . 
experiment a. N/50 NaOH Amount of | Difference 
needed fatty acids | from theory 
mg. (Wr mg. per cent 

Palmitie acid 5.0 0.93 4.75 3.0) 
ihe ” ” 0.93 4.75 —o.0 
Oleic acid 4.5 0.75 4.23 — 6.0 
” ” 0.76 4.23 — 6.0 
Palmitic acid 3.0 0.55 2.83 —5.6 
5.0 0.93 4.73 —5.4 
” 0.96 4.88 —2.4 
Ir 6.0 eS 5.76 —4.0 
” eae Onli! —4.8 
” 1.08 5.54 | =7.6 
Oleic acid 4.5 0.78 4,42 | —1.8 
” 0.75 4.23 —§.8 

Palmitie acid 4.5+] (Theory 1.68) 
Oleic acid 4.5 1.56 Nath 
” ” 55 — fee 

iY Palmitie acid 3.0+| (Theory 1.12) 
Oleic acid 3.0 1.04 saliclh 
” ” 1.06 —5.3 
” ” i ee —1.0 


* I. Fatty acids dissolved in alcohol were directly titrated. 

II. Fatty acids were saponified, and then acidified. The precipitated 
fatty acids were isolated by filtration, dissolved in alcohol and 
titrated with alkali. 

III. The saponification (as in the case of II) and digitonin treatment 
were carried out, see text. 
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Influence of digitonin upon the precipitation of fatty acid— 
From routine experiments we had the impression that digitonin 
might prevent the precipitation of fatty acid in a watery medium. 
Since digitonin is used for the separation of cholesterol and the 
residue which is free from cholesterol, but contains excess digitonin, 
and which is to be used for the analysis of fat fatty acids as 
previously indicated, the influence of digitonin on the precipita- 
tion of fatty acids, if any, would be a problem of great concern. 
We have therefore tried the following experiment: 

After the procedures of cholesterol (bound cholesterol) deter- 
mination (Yasuda, 1936), 15mg of cholesterol palmitate and 
3mg of palmitic acid were taken into small flasks and added to 
0.1 ee. of saturated KOH. The contents of the flasks were heated 
gently on the water bath for about 20 minutes, then neutralized 
with dilute HCl. After that, 2 cc. of 0.5 per cent digitonin solu- 
tion (10 mg of digitonin), which is used for cholesterol determina- 
tion, were pipetted in one series, and 4 cc. of the same digitonin 
solution to another series of experiments. The flasks were heated 
on the water bath until the contents became dry as in the ease of 
cholesterol determination. 10cc. of diluted acetone (made by 
combining equal parts of acetone and water) were poured into 
the above flasks with 0.1 ce. of KOH solution, and heated on the 
water bath to dryness (by this procedure the fatty acids in the 
flasks were saponified again). Then, the contents were dissolved 
in 10 ce. of hot water, acidified with H SO, and cooled. 

The fatty acid ought to have been deposited as already de- 
scribed in the previous chapter. But this was not the case; the 
contents of flasks only became turbid. There was no doubt that 
digitonin had prevented the precipitation of fatty acid. 

Removal of Digitonin—We have attempted various experi- 
ments to remove digitonin, and it was found out finally that the 
principle applied in cholesterol determination was good enough 
for this purpose—that is, the mixture of fatty acid and digitonin 
was made dry, then dissolved in a small amount of glacial acetic 
acid by gentle heating. When ether was added, the digitonin 
precipitated promptly and was removed by filtration or by centri- 
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fuging. The details of this procedure will be described later. 
After digitonin was removed the remaining fatty acid was saponi- 
fied and the soap thereby produced was dissolved in hot water. 
Upon acidification the fatty acid precipitated quantitatively and 
was separated by filtration as noted elsewhere. In the last column 
of Table I are seen some of the experiments in which digitonin 
was added to the fatty acid mixture and removed before the fatty | 
aeids were precipitated. 

Experiments on oleic acid—Since the separation of unsaturated 
fatty acid (which has been partly demonstrated in Table I) ap- 
peared to need additional experiments, oleic acid was used as the 
material for testing the completeness of separation of such fatty 
acid and the change of its nature during the course of separation. 

4ee. of 0.25 per cent chloroform solution of oleic acid were 
taken into a smali Erlenmeyer flask, the chloroform was 
evaporated off, and the residue was dissolved in 10cec. of an 
aleohol-ether (3:1) mixture. Then it was saponified with 0.1 ce. 
of saturated KOH on the water bath for 20 minutes. The contents 
of the flask were neutralized with dilute HCl, and added to 10 mg 
of digitonin. The digitonin was removed, then the fatty acid was 
precipitated and separated by filtration, after the procedure already 
stated. The precipitate of oleic acid was finally dissolved in hot 
alcohol and filtered into a 10 ce. volumetric flask. This alcoholic 
solution of oleic acid was subjected to twofold determinations; one, 
the neutralization with N/50 NaOH (Alkali-titration method in 
Table [1), and the other, the oxidative method of Bloor. At the 
same time the determination of the iodine number was done. The 
results of the above experiments, which were repeatedly carried 
out, are shown mw Table II. 

It was striking that the recoveries of oleic acid in these ex- 
periments were consistent, and the values either by alkali titration 
or by the oxidative method were nearly the same as was expected, 
and that the iodine number was not changed more than to a negligi- 
ble extent, showing that the nature of oleic acid was not affected 
by the various treatments recorded above. 

Experiments on some commercial fat and oils—An aleohol- 
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TABLE II. 
The influence of the saponification and the digitonin treatments upon the 
precipitation and subsequent isolation of oleic acid. 


: Recovery of olei¢ acid by 
Aliquot Series of the > Iodine 
oleic acid experiments | Alkali-titration Oxidative number 
method method 
mg. mg. 
2 8.80 
9 - 
eo , 8.84 (8.83) 89.5 
8.98 (8.90) 8.84 
| 
5 8.78 
= : 9 
ah i is 8.91 (8.85) 82.5 
peg 8.95 (9.03) 8.85 
GDS 
wed 
gat 8.77 
FO 8 9.25 
fio. III 9.03 (8.94) 88.0 
Q “4 9 
eae 9.30 (9.27) 8.98 
Sn 8 ; - 
HS 5 9.10 
me ia Iv 9.27 9.02 (9.05) 88.6 
5 8.82 
Vv oe 8.98 (8.85) 91.0 
9.36 (9.40) 8.74 


* Figures in parenthesis show the average values. 


ether solution of lard containing 50 mg of this fat was taken into 
a flask of 100 ce. volume and saponified with 0.5 ce. of saturated 
KOH for 20 minutes on the water bath. The remaining alcohol- 
ether was removed by evaporation, then the residue was added to- 
about 30ce. of water and heated on the water bath for a few 
minutes. Soaps of lard fatty acids were thereby dissolved in hot 
water, from which the fatty acids were deposited off by acidifying 
with H2SO4 and cooling in ice cold water. Fatty acids were 
separated by filtering through a glass filter, it was washed four 
times with 10 ee. portions of cold water, then dissolved in hot alcohol 
and filtered into a 25 ce. volumetric flask. 3ece. of this alcohol 
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solution were used as aliquots for the determination of fatty acids 
by titrating with NaOH (N/50). The oxidative determination of 
fatty acid and the determination of the iodine number were also 
applied to another aliquot of the same solution. Similar experi- 
ments were done on cod liver and linseed oils. The results are 


shown in Table IIT. 


TABLE III. 
Determination of fatty acids and their iodine numbers in fat and oils. 
Recovery of fatty acids : 
Oi Todine 
Approximate Ter 
Materials ee ee ‘ nares @uidative of fatty 
aD CAE IS eye method acids** 
method 
mg. mg. mg. mg. 
Lard 50.0 48 41.6 40.7 (hifel 
” ” 43.8 41.9 74.6 
Cod liver oil 20.0 19 16.7 15.7 Coens AG 
” ” iG 16.0 129.0 
” ” 16.7 15.7 131.0 
” ” 16.6 15.4 136.5 
Linseed oil 20.0 19 17.5 16.3 162.5 
” ” 17.5 16.3 161.5 
” ” 17.6 16.7 160.5 


The amount of fat and oils were multiplied by 0.95. 


** The amount of fatty acids determined by the oxidative method was 


used in the caleulation of the Iodine number. 


In the determination of mixed fatty acids, as in the above 
cases, calculations were made on the following. assumption : 

The amount of palmitic acid to be neutralized by 1 ee. of N/50 
NaOH is 5.15 mg; those of stearic, oleic, linolic and linoleic acids 
are 5.67, 5.65, 5.60, and 5.56 mg respectively. The average of these 
values is nearly 5.50. Therefore, when various fatty acids are 
mixed in different ratios, it can be assumed that the amount of 
fatty acids corresponding to each ec. of N/50 NaOH is 5.50 me. 

In the oxidative method in which fatty acids are calculated 
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from the amount of K.Cr.07 needed for the oxidation of fatty 
acids, it is assumed that each mg of mixed fatty acids needs 3.60 
ec. of N/10 K2Cr2.0;. (Note. The amount of N/10 KsCreO07 to be 
needed for the oxidation of 1mg of palmitic, stearic, oleic and 
linolie acids are 3.59, 3.66, 3.61 and 3.57 ce. respectively. ) 

In Table III we see that the determination of fatty acids of 
various fats and oils by our method gives strikingly consistent 
results, and that the fatty acids of a high grade of desaturation, 
such as those of linseed oil, are separated and determined with 
ease, as are the fatty acids of lard, which have a much lower iodine 
number. We at first doubted whether or not the fatty acids of 
high desaturation*could be quantitatively precipitated and separat- 
ed, even though the separation of saturated fatty acids, like palmitic 
acid, or fatty acids of low desaturation, like oleic acid, can be 
carried out successfully. But experiments on cod liver and linseed 
ous would probably remove such doubts. Since fatty acids of the 
neutral fat of animal tissues or organs are usually much less de- 
saturated than the above oils, their separation and subsequent 
determination could be done without difficulties. As may be seen 
in the experiments on oleic acid in Table II, the determination of 
fatty acids of fat and oils by the oxidative method gives values a 
little lower than the alkali titration method, but the difference 
is so slight that both methods can be applied with the same ac- 
euracy. The.objection attributed to the oxidative method that 
contaminated impurities are oxidized at the same time is invalid, 
since fatty acids are separated and freed from impurities by re- 
peated washings before they are determined. 

It may not be necessary to state that the relatively low per- 
centage recoveries of fatty acids in Table III were probably due 
to the fact that the materials were for commercial use, and were 
not purified before they were taken for analysis. 

The separation of phospholipid—As already mentioned, the 
first step of our lipids analysis is the separation of the phospholipid 
fraction from the aleohol-ether extracts of tissues. We have tested 
the completeness of the separation of phospholipid in the experi- 


ments below: 
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Alcohol-ether extracts of rat liver, rabbit plasma and human 
brain containing about 5 to 10 mg of phospholipid (Table IV) were 
taken into flasks as usual and evaporated almost to dryness. The 
residue was extracted with about 25 ce. of petroleum ether in three 
suecessive portions. Petroleum ether was collected in a tube and 


TABLE IV. 
Isolation of phospholipid by acetone and electrolyte (MgCl). 
*Identification of phosphorus 
eS remaining. 
4 ae) 
i | (ae Gees 
> <a Tn 1st mother eeaees” 
ss a liquid reprecipitation 
3 a ele 
Araieeiala 3 E 3S of phospholipid 
2 i 8 a A 
5° os =.g Be 
= ae a3 eR 
se GS |byeolor) -28 |bycolor| -8 = 
SS |reaction) ‘© .& |reaction| © & 
ee eg Bs 
$e > P 
Rs, Re, 
Rat liver-A ce. mg. 
(1.715 gm. in 200 ce. 30 6.94 (+) i) 
alcohol-ether ) 40 9.33 C+) So) 
Rat liver-B Ae 
(1.088 gm in 100 ee. 3 eee ae 
aleohol-ether ) Me 4.86 es ) (4) 
Rat liver-C ap a. (+) 
(1.973 gm, in 250 ee. 5 (+) 
aleohol-ether ) Le () (4) 
20 4.58 (ze) 
Rabbit plasma 
(17 ee. plasma in 250 ee. 48 4.60 ale 
aleohol-ether ) ca 
Human Brain 10 3.63 
Gray matter ‘ iltey Sale (+ +) side. (sis) te 
(1.190 gm. in 250 ee, 10 3.58 |. (4) (4) 
alcohol-ether) 15 5.33 (+) ay 


* Phosphorus was identified by the color reaction of Fiske-Subbarow and 


by the Strychinine precipitation method after Tisdall. 


++.... show that the amount of P is about 0.005 mg. 
SSeS op 35 0.0025 mg. 
+ 


+ .... shows that neither the color reaction nor the precipitation with 
strychinine is clear. 
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“centrifuged, the supernatant liquid was transferred to another 
centrifuge tube, concentrated and added to acetone and MegCls 
after procedures which will be described later. Phospholipid that 
precipitated was separated by centrifuging from the mother liquid. 
The latter was decanted into a large test tube (for Micro Kjeldahl), 
the solvents were removed by evaporation, then the residue was 
digested with H2SO4 and perhydrol on a small flame, to be sub- 
jected to the identification of Phosphorus. In one case the color 
reaction of Fiske and Subbarow (1925) was applied, while in 
the other, Phosphorus was precipitated as strychinine phospho- 
molybdate, after Tisdall (1922). 

The separated phospholipid was dissolved in a small amount 
(about 2 ec.) of petroleum ether, and reprecipitated by acetone 
(7 ec.) and MgCl, (I drop). After centrifuging, the supernatant 
mother liquid was again subjected to the identification of phos- 
phorus. The reprecipitated phospholipid was dissolved in chloro- 
form, and determined by the oxidative method on suitable aliquots. 
All the results are presented in Table IV. 

In all cases, the phosphorus remaining in mother liquids after 
the separation of phospholipid was negligible. Accordingly, we 
believe that we have given sufficient data for the statement that 
the precipitation and separation of phospholipid under the condi- 
tions given above are good enough for ordinary determination. 


PROCEDURES OF SIMULTANEOUS DETERMINATION OF 
Masor Lier FRACTIONS. 


Based on the experiments in the previous chapter, the method 
of our lipids analysis which was schematically expressed at the 
beginning of this paper consisted of the following procedures: 

About 100-150 ee. of alcohol-ether extract (the amount of 
the extract to be taken for analysis may be adjusted according 
to the amount of lipids in the extract) are measured into an 
Erlenmeyer flask of suitable size and evaporated almost to 
dryness on a water or steam bath under gentle suction. The 
residue is extracted with about 40 ec. of petroleum ether (redistilled 
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below 60°) in three or four successive portions of about 10 ce. 
Hach time the flask is carefully heated by placing it on a water 
bath for a while until petroleum ether begins to boil. All petro- 
leum ether (it is convenient to make the volume of petroleum 
ether to about 15 ee. by evaporation) is decanted into a tube and 
centrifuged for 5 minutes at 2000R.P.M. Then the supernatant 
petroleum ether is transfered into another graduated centrifuge 
tube and concentrated to about 2 ce, added to-7 ce. of acetone (three 
or four times as much acetone as petroleum ether) and one drop 
of saturated aleoholie solution of MgCls, and stirred with a small 
glass rod to precipitate phospholipid, which is separated by centri- 
fuging for 5-10 minutes. The supernatant liquid is transfered 
to a flask of 100 cc. volume (Flask-I). Phospholipid precipitate 
is washed with about 5ec. of acetone, centrifuged again, and the 
wash acetone is decanted into the same flask. 

Determination of phospholipid and its iodine number—Phos- 
pholipid precipitate in the centrifuge tube is dissolved in chloro- 
form, transferred to a small volumetric flask (15 ¢e.) and made 
to the volume. 

Aliquots of this chloroform solution containing about 3 meg of 
phospholipid are pipetted into oxidation flasks (glass stoppered 
pyrex Erlenmeyer flasks of 120 ce. volume). Some of them are 
used for the determination of phospholipid by the oxidative method, 
while others are taken for the micro determination of the iodine 
number. For the oxidative determination of phospholipid, chloro- 
form in the oxidation flasks is evaporated on the steam bath, and 
traces of chloroform are removed by suction before 2 ec. of N 
K»Cr2O0; and 5 ce. of Nicloux reagent are pipetted in as oxidizing 
agents. Kurther procedures are detailed in the original publica- 
tion of Bloor (1929). In the determination of the iodine number, 
the chloroform solution in another oxidation flask is first evaporated 
to remove traces of acetone, then the remaining phospholipid is 
redissolved in 5ce. of chloroform to which pyridine sulfate 
dibromide is added, otherwise treated after the description of 
Yasuda (1931-382). 

Determination of free cholesterol—Y asuda’s method of chole- 


a 
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sterol determination (1936) is applied; i.e., the acetone and petro- 
leum ether solution in Flask I which is free from phospholipid, but 
contains cholesterol and neutral fat, is added to the digitonin solu- 
tion and evaporated slowly to dryness. (The amount of digitonin 
solution to be added depends on the amount of cholesterol. We 
usually use 4 ec. of 0.5 per cent alcoholic digitonin solution or 
-about 20mg of digitonin. The amounts of other reagents should 
likewise be increased, since larger amounts of cholesterol are to 
be separated in this case. In most tissues cholesterol exists as free 
cholesterol, so that a considerably large amount of digitonin is 
needed for free cholesterol determination. However, when the free 
cholesterol content is low as, for instance, in cases of suprarenal 
gland or blood plasma, much less digitonin would be sufficient.) 
The dried residue in Flask I is added to about 10 ce. of diluted 
acetone (mixture of equal parts of acetone and water) and heated 
for few minutes on the water bath or steam bath, whereby the 
excess digitonin is dissolved. The contents of the flask are next 
transferred into a glass filter so that the cholesterol digitonide is 
separated. <A filtering apparatus, glass filter, and so forth, de- 
seribed in the previous communication of Yasuda (1986) are 
needed, and the procedures regarding the separation and purifica- 
tion of cholesterol digitonide by washing with acetone and ether 
are the same as those of the previous paper. The filtrate, wash 
acetone and ether are all collected in a flask in the filtering ap- 
paratus (Flask IT), and used for further determination of bound 
cholesterol and neutral fat. Cholesterol digitonide in the filter is 
dissolved in about 2 ce. of hot glacial acetic acid by placing the 
filter in a steam heated jacket, and filtering into a flask. Digitonin 
is precipitated by ether and removed by filtration, the filtrate is 
evaporated off on the water bath with suction, and the residue, 
which is cholesterol freed from digitonin and impurities, is dis- 
solved in chloroform and transferred to a 10 ce. volumetric flask. 
On this chloroform solution, cholesterol is determined by colori- 
metry. Two or more determinations are available, if necessary. 
Determination of bound cholesterol—The contents of Flask IT, 
in which is contained bound cholesterol, neutral fat and excess 
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digitonin, are dried on the water bath, a small amount of glacial 
acetic acid (1-2 cc.) is added and heated for a while (to dissolve 
the dried residue). About 10 times as much ether as acetic acid 
is poured in to precipitate the digitonin. After half an hour, the 
precipitated digitonin is removed by filtration through a glass filter. 
The filtrate is evaporated to remove most of ether and acetic acid, 
the residue is dissolved in about 15 ce. of alcohol, added to 0.2 ce. 
of saturated watery solution of KOH and saponified for 20 minutes 
on the water bath, then cooled, neutralized with dilute HCl (one 
part of concentrated HCl is diluted with four parts of water), 
and one drop of phenol phthalein used as an indicator. To preci- 
pitate the cholesterol freed by saponification, an alcoholic digitonin 
solution (in most eases 2 cc. is sufficient) is added and concentrated 
to dryness. Diluted acetone is then added to dissolve the excess 
digitonin, and cholesterol digitonide (which is insoluble in either 
acetone or ether) is separated by filtration, washed with acetone 
and ether as before. The filtrate together with wash acetone and 
ether are collected in Flask III which is further used for the deter- 
mination of neutral fat. On the other hand, the separated chole- 
sterol digitonide is treated to remove the digitonin. Cholesterol 
is then determined. 

Total cholesteroi—When the content of bound cholesterol is 
very low, it is given indirectly, as is well known, by the difference 
between free and total cholesterol. Then, the determination of 
total cholesterol becomes necessary. After the phospholipid is 
separated, the mother liquid, i.e. the contents of Flask I in the 
above description, is divided into one small and one large part. On 
the former, free cholesterol is determined. The latter is directly 
saponified with KOH, neutralized with HCl, added to digitonin 
and so forth to determine total cholesterol. The technique is 
described in a previous paper (Yasuda, 1936). After cholesterol 
is separated as digitonide, the rest is used for neutral fat deter- 
mination. 

Determination of non phospholipid fatty acids and their iodine 
number—The contents of Flask III, consisting of fatty acids 
derived from neutral fat and bound cholesterol (non phospholipid 
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fatty acids) and excess digitonin (other digitonin used for bound 
or total cholesterol determination) are made dry on the water bath, 
then treated with about 1 ce. of glacial acetic acid and about ten 
times as much ether to precipitate the digitonin, as elsewhere stated. 
Digitonin is removed by filtration, the filtrate is collected in a small 
flask and evaporated on the steam bath almost to dryness, then the 
“residue is dissolved in a small amount of alcohol (5 ec.), and made 
alkaline by adding a few drops of saturated KOH (it is not neces- 
sary to add an indicator, since the phenol phthalein used in 
cholesterol determination remains). The alcohol is completely 
evaporated off, then added to 10-15 ee. of water and heated for a 
minute during which the contents of the flask (soaps) dissolve in 
hot water. After cooling, 0.5-lee. of H»SO, (diluted with an 
equal part of water) are added and mixed well by shaking. Fatty 
acids precipitate promptly. The flask is cooled in ice cold water 
or in an ice chamber for about 1 hour, then the fatty acids are 
separated by filtering through a glass filter, washed four times with 
about dec. portions of ice cold water. The last wash water is 
tested on methyl orange to see that it is not acid. 

Finally, the fatty acids in a glass filter are dissolved in hot 
absolute aleohol and filtered into a small volumetric flask, cooled 
and made up to volume with alcohol. A part of this aleoholie 
solution is taken for fatty acid determination either by the oxida- 
tive or the alkali titration method. Another aliquot is used for 
the iodine number determination. In the oxidative method, aliquots 
containing about 3mg of fatty acid are measured into oxidation 
flasks (as in the case of phospholipid determination), the alcohol 
is completely evaporated off, then the residue is oxidized with 2 or 
8 ece. of N-KeCr2O, and 5ee. of Nicloux reagent in an electric 
oven (124+2°C) for 15 minutes. Flasks are taken out from the 
oven, added to about 70 ce. of ice cold water, cooled for few minutes 
in cold water, and then titrated with N/10 NazS.0;. The titra- 
tion of the blank is also done, and the amount of fatty acid in 
aliquots is calculated on the assumption that 1mg of fatty acid 
needs 3.60 ce. of N/10 KeCr207 for the oxidation, that is 

(a-b) /3.6=me of fatty acid 
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in which a and b are the number of ec. of N/10 NasS2O3 in the 
titration of blank and the sample. 

In the alkali titration method, the aliquot alcoholic solutions 
of fatty acid (which contain about 5mg of fatty acid) are taken 
into small flasks, the volume is made up to 10ce. with alcohol, 
heated for a while on the water bath, and titrated with N/50 NaOH 
with one drop of phenol phthalein as an indicator. Blanks for 
alcohol are similarly carried out. Fatty acid is then given, 


(a-b) X 5.5—=meg of fatty acid 


where a and b are the number of ec. of N/50 NaOH used in the 
titration of the blank and sample. 

The alkali titration method is much easier than the oxidative 
method, but the former needs about twice as much fatty acid as 
the latter in single determination, so that the oxidative method 
is prefered when the material is small in quantity. 

For the determination of the iodine number, another aliquot 
of the above alcoholic solution is first evaporated to remove the 
alcohol, redissolved in 5 ce. of chloroform before the halogenizing 
reagent is added (see Yasuda, 1931-32). 

Determination of neutral fat—The non phospholipid fatty 
acids are derived from neutral fat and bound cholesterol fatty 
acids. The latter are obtained by the calculation: 

Bound cholesterol (mg) X0.72=—Fatty acid of Bound chole- 
sterol (mg), since 1 mg of cholesterol combines with 0.736, 0.730, 
0.664, 0.725 and 0.720 mg of stearic, oleic, palmitic, linolie and 
linoleic acid respectively, the average being 0.72. 

In the calculation of neutral fat from its fatty acid, Kuma- 
gawa and Suto (1908) found the factor 1.046 as most adequate. 
However, we are using 1.05 as a factor assuming that 95 per cent 
of the fats are fatty acid. Accordingly, neutral fat is determined 
after the formula: 

Neutral fat=(Non phospholipid fatty acids—Bound chole- 
sterol X 0.72) X 1.05. At present we can not isolate fatty acids of 
bound cholesterol from those of neutral fat, unless the bound chole- 
sterol is previously separated by making use of its property of 
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precipitating in cold alcohol. However, this would be possible only 
when abundant materials are obtainable. In such micro deter- 
mination as we are searching for in this paper, we ought to be 
satisfied with the method noted above for the determination of 
neutral fat. 

Examples of lipids analysis—On some of tissue extracts we 
“made determinations of phospholipid, cholesterol, fat and their 
iodine numbers by our new method. The results are tabulated in 
Table V. 


TABLE V. 
Examples of lipid analysis by a new method. 
(Lipid content are expressed in mg per 100 gm. of moist tissue or 
100 ce. of blood). 


aq Phos- 
ow . 
a 4 - pholipid Cholesterol Fat 
Ory 
Gee Laie Ag 
Tissues S £ g 2 babs tee 3s b 3 Ee 
Boe be. 4) 2 | ee lees! Sl sue ee 
5 Es & a HH Fy 2 Fa ae S SH Fy of 
o jaa) (Sie tod| IRS aes 
= aaa zz | 8 26 
to Q ey HA, 
ce. 
Rabbit plasma 48 141} 62) 32) 72 |104 94 40; 42] 103 
(17 ee. in 250 ee. (3.26 ce. 
of aleohol-ether) plasma) 


Rabbit blood corpuscle 150 190} 68/108} 8 |116} 39 | 33} 35] 98 


(10 ee. in 250 ee. (6 ce. 
of aleohol-ether ) corpus. 
Rat liver 80 2800] 106|179| 39 | 218] 618 |589|618| 65 


(1.189 gm. in 250 ee, 
alcohol-ether ) 


Beef suprarenal gland 150 2182} 91|288} 83 |371] 805 | 743] 780 
(1.702 gm. in 250 ee. 
aleohol-ether ) 


Beef suprarenal gland 120 2420} 98) 341] 81 |422| 925 | 864) 906 
(2.387 gm. in 250 ee. 
alcohol-ether) 


Remarks. 1. As to the preparation of alecohol-ether extracts 
of tissues the reader is refered to the publications of Bloor and 
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Snider (1934), Boyd (1936) and Yasuda (1937-b). The ex- 
tracts used in the experiments of Table V were made after the 
description of Yasuda (1937-b). The extracts of liver and parti- 
cularly of blood corpuscle become colored to a considerable extent 
when they are concentrated, and the color enters the phospholipid 
fraction. It does not affect the determination of phospholipid 
materially, but the preparation of tissue extracts free from colored 
substances (mainly blood or bile pigment) is desired. 

2. The reagents and apparatus for the determination of phos- 
pholipid and cholesterol, and those of iodine number determina- 
tion are described in previous communications (Bloor, 1929; 
Yasuda, 1931-82, 1936). Glass filters and filtering apparatus used 
in cholesterol determination (Yasuda, 1936) are conveniently used 
in non phospholipid fatty acid or neutral fat determination. 

3. The neutral fat content is markedly low in most tissues or 
organs except fat tissue or fatty degenerated ones. This is the 
reason why it is necessary to take a relatively large amount of 
alcohol-ether extract (100 cc. or sometimes more) at the begining 
of the analysis. 


Discussion AND SUMMARY. 


As repeatedly stated, our method is characterized by the fact 
that all important fractions of lipids are successively precipitated 
and separated before they are determined, and that the aliquot of 
tissue extracts initially taken is thoroughly utilized until the last 
fraction is separated. Such principles are not only desirable for 
the economical use of the materials, but they are essential for lipids. 
analysis. 

Take, for instance, cholesterol determination as an example. 
It is reported that digitonin causes the precipitation of phos- 
pholipid together with cholesterol (Me Ewen, 1935) so that phos- 
pholipid should be removed prior to the use of digitonin if only 
the free cholesterol is to be determined (Kelsey, 1939). This 
phenomenon would undoubtedly affect the determination of chole- 
sterol by gravimetry, although in colorimetric determination, after 
the cholesterol of digitonide is freed from digitonin (Yasuda, 
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1936; Kelsey, 1939), the influence would be least. The deter- 
mination of neutral fat, on the other hand, appears more difficult. 
In recent methods,—most of which have originated in Bloor’s 
publications (1928, 1929)—phospholipid and cholesterol are deter- 
mined on different aliquots of the extracts and the total fatty acids 
are obtained on another aliquot, so that the neutral fat can be 
_ caleulated by subtracting phospholipid and bound cholesterol fatty 
acids from the total fatty acids. However, how can we determine 
the amount of phospholipid fatty acids exactly? If all phos- 
pholipids are assumed to be of the lecithin or cephalin type, then 
the fatty acids would be approximately 2/3 of the weight of phos- 
pholipids. In fact, this factor has been used in the calculation of 
phospholipid fatty acids on many oceasions. But, recent studies 
have suggested that sphingomyelin which has only one fatty acid 
for each molecule instead of two is contained in blood and tissues 
to a considerable extent (Thanhauser a. Setz, 1936; Stewart 
a. Handry, 1935). In which ease, the above factor becomes un- 
reasonable. Besides, it has been reported that fatty acids recovered 
after the hydrolysis of phospholipid were much less than the theory 
(Man a. Gildea, 1937; Stewart a. Hendry, 1935). Therefore, 
it may be needless to state that the factor mentioned above is dif- 
ficult to decide, and that the yield of total fatty acids would be 
lower than expected as far as the hydrolysis of phospholipid is 
incomplete. 

The necessity of separating lipid fractions before the deter- 
mination is especially emphasized in the case of neutral fat, since 
the separation of cholesterol and phospholipid prior to their deter- 
mination is becoming current and the procedures are well known. 
So far, as stated above, neutral fat has been calculated from total 
fatty acids by subtracting fatty acids of phospholipid and chole- 
sterol ester, and the total fatty acids were obtained in the following 
way : 

Tissue extract was saponified, acidified, and then extracted 
with petroleum ether. After the petroleum ether was removed, 
the residue was oxidized with chromic acid and the fatty acids were 
ealeulated from the amount of chromic acid needed. Kirk, Pege 
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et al. (1935) have calculated from the amount of carbon freed in 
the oxidation, which is determined by gasometry. 

However, the disadvantage of this procedure is that the con- 
taminating impurities are oxidized with the fatty acids, as these 
authors have stated that the fraction they regarded as neutral fat 
consists of “Neutral fat and unidentified petroleum ether soluble 
extractives.” 

Had fatty acids been precipitated, separated, and purified by 
washing before the determination, as Stoddard and Drury 
(1929), Man and Gildea (1932-83) reported, the objection raised 
above would be greatly eliminated. Nevertheless, the low yield 
of phospholipid fatty acid by hydrolysis and the existence of dif- 
ferent types of phospholipids, other than lecithin or cephalin, would 
damage the determination of total fatty acids and the calculation 
of phospholipid fatty acids, and as a result the estimation of neutral 
fat would be less reliable. 

In our procedure these difficulties are mostly overcome, since 
phospholipid is precipitated and removed before fat fatty acids 
are precipitated. 

Thus, the three major fractions of lipids ean be precipitated, 
separated, purified from contaminating substances, and then sub- 
jected to quantitative determination one after another. The 
determination of the iodine number is applied to these isolated 
fractions at will, and the sum of phospholipid, total cholesterol, 
neutral fat and fatty acid of bound cholesterol may be defined as 
“Total Lipids.” 
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Masai and Nakamura (1926) found an excretion of lactic 
acid in the urine and glycogen synthesis in the liver when they 
administered glucosamine hydrochloride to dogs, and advanced the 
suggestion that glucosamine is desaminated into glucose in the 
organism: Later on, Kawabe?? (1934), one of our collaborators, 
secured similar data on rabbits and affirmed, as well, the formation 
of glucose; but, as to the chemical mechanism, he expressed a dif- 
ferent claim, based on the quantitiative behaviour of nitrogenous 
compounds in urine. According to him, glucosamine is at first 
split up into two 3-C compounds, one containing N and the other 
free of N, and, from the latter is formed lactic acid, which, in 
turn, is synthesized into glucose and elycogen. However, it is not 
considered settled by their observations that glucosamine is glyco- 
genetic, because neither the excreted lactic acid nor the increased 
glycogen was demonstrated to have been produced at the expense 
of the aminosugar transferred. According to the investigations of 
Zummo, the oxygen consumption of animals is reduced markedly 
by glucosamine, no matter whether the aminosugar be given per 
os or parenterally. If so, the findings of Masai and Nakamura 
as well as of Kawabe may be due to the oxidation disturbance 
of carbohydrates pre-existent in the animal body. 

It is generally considered that to decide most convincingly 


1) <A comprehensive review of the literature was made by him. 
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whether or not a compound is glycogenetic, are best to employ- 
Baumgarten (1906) made a few experiments with the hydro- 
chloride of glucosamine on diabetic patients and pancreas-diabetic 
dogs but unfortunately he did not try to see if extraglucose was 
excreted or not. Subsequently, Forschbach transferred carbonic 
ester of the aminosugar to depancreatized dogs orally and Meyer 
gave acetylglucosamine in a similar manner to phlorhizinized _ 
rabbits. Extraglucose appeared in urine in neither of these cases, 
and both experimenters said that the respective N-derivatives are 
readily assimilated in the organism by a chemical process that 
yields no glucose. Concerning the acetyl derivative this assertion 
does not seem acceptable to the writer, as Watanabe recently 
disclosed in our institute that it is hardly absorbable from the 
digestive tract and is furthermore extremely resistant to chemical 
change by tissues. 

In the present work, glucosamine hydrochloride was ad- 
ministered to phlorhizinized rabbits. The estimation of excreted 
elucosamine was made by the writer’s method, which has already 
been reported in this journal, and the glucose co-present in urine 
was calculated out from the total reducing force less the corre- 
sponding force of the glucosamine. Forschbach and Meyer 
made use of the fermentation process for the determination of 
glucose, which is not so expedient and takes time. 


EXPERIMENTAL. 


1. Methods. 


Male rabbits, which had been fed on bean curd refuse, were 
used. Phlorhizin was dissolved in a 1.2% sodium carbonate solu- 
tion in the proportion of 1 gm. in 20 ee. and injected subcutaneously 
two or three times a day at equal intervals, as Lusk recommended. 
Glucosamine hydrochloride was given to some animals per os in 
the form of pills with a few drops of water and to others as. 
with NaOH neutralized solution either enterally or subcutaneously. 
During the experiment, no food was given but water, except when 
otherwise mentioned. A day’s urine was collected in the morning 
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by means of a Nelaton’s catheter, the bladder was then washed 
and the urine and the washings were combined together for 
analysis, which was made by the following methods: 

(1) Mitrogen: By the Kjeldahl method. 

(2) Reducing force: By the Fujii and Akutsu modification 
of the Benedict method. 

: 20 ec. of the Fujii and Akutsu reagent were found to be 
reduced by 18.81mg of glucosamine. Experimental figures ob- 
tained by titrating the reagent with solutions of glucosamine hydro- 
chloride are listed in the accompanying table (Table I). 22.70 mg 
of the hydrochloride correspond to 18.81 mg of the aminosugar as 
a free base. 

The reducing force of phlorhizin was infinitesimal. 


TABLE I, 


Quantities of glucosamine hydrochloride required to reduce 20 ce of 
Fujii and Akutsu’s copper solution. 


pe) ei em ety Gone os ag. NIG ot gnc 
a mee ae nan solutions required Sa wired 
solutions applied i 1 
gem/dl mg 
0.5 4.55 22.75 
4.60 23.00 
4.55 22.75 
4.60 23.00 
0.4 5.70 22.80 
5.70 22.80 
0.3 7.60 22.80 
7.70 ’ 23.10 
7.60 22°80  ~* 
0.2 11.00 22.00 
11.10 22.20 
11.20 22.40 
Average: 22.70 
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(3) Glucosamine: By the writer’s method. 

(4) Removal of glucosamine, phlorhizin and amino acids 
from urine. 

Neutralized urine (20 ec.) was subjected to lead treatment and 
to ultrafiltration, as described in the communication on glucosamine 
analysis. After extraction with ether, the solution was treated 
with mercuric acetate and NaOH at first, and afterwards with 
mercuric oxide, followed by removal of the mereury with H2S and 
extraction with ether, according to Masamune and Tanabe. 

Normal rabbit urine did not rotate a D-light after these opera- 
tions. Phlorhizin added in advance (to the concentration of 0.2% ) 
was removed entirely, while all of the glucose similarly added was 
recovered in the final liquid. 

A further proof of the adequacy of the procedure are the 
examples given in Table VI and VII (5th per., 5—-7th col.) showing 
that the reducing foree=of a phlorhizindiabetic urine=before the 
application of the procedure, and the reducing force and rotatory 
power after it coincided well as glucose. 


2. Data of Animal Experiments. 
Embodied in Table II-IX. 
For D to calculate the ratio: 


D 
. . . ? 
Total N-glucosamine—N administered 


the figures put in parentheses in the 5th columns were used. 


DISCUSSION. 


The D:N ratio was raised, without exception, on the admin- 
istration of glucosamine. To begin with, it is a fundamental pro- 
blem whether or not the excess of reducing force is to be ascribed 
to glucose. It is seen in the 5 to 7th columns of Exp. 3-6 that 
the remaining rotatory power and reducing force after removal 
of glucosamine, phlorhizin and amino acids coincided fairly well 
in each case, not only with each other as glucose but also with the 
reducing force of the urine less the corresponding force of glucos- 
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amine contained. Therefore, the reducing substance, which raised 
the D:N ratio, is regarded actually as glucose. 

Kawabe demonstrated that the N of glucosamine administered 
enterally or subcutaneously is excreted in urine almost entirely in 
aday. If calculated under the assumption that the excretion was 
complete, extraglucose in Exp. 1-6 amounts to 1.4233,” 1.5416,2) 
1.9833,®) 2.0967,2) 2.5357) and 0.867 om. For lgm. of glucos- 
amine assimilated the quantities come to 0.2394,” 0.3488," 0.5199, 
0.7441, 0.8073!) and 0.2913 em,!” In the control experiments 
with glucose (Exp. 7 and 8), only 0.6625'® and 0.4565 gm. out 
of 4 and 3.7 gm. glucose given were eliminated in urine as such. 
Hence, it is a fact that glucose is produced in the body in an 
abundance from glucosamine.” 

In accordance with the formation of glucose, the breakdown of 
protein was markedly depressed by glucosamine. The decreases in 
output of the endogenous nitrogen from the amounts of the im- 
mediately proceding periods were 0.1236,'° 0.0695,” 0.0893,1% 
0.4455,1 0.17212" and 0.1640 gm.” for 1gm. of the aminosugar 


2.19 + 2.23 

1) 3.8676-(0.9474x2.58) 2) 3.7242—(0.9876 yn) 

1.4233 
3)-6) Cale. as in 1) and 2) 7) 5 

7 

Coa 03223 
216 
2.84 + 2.54 

8)-12) Cale. as in 7) 13) 5.0692--\1 8084 x —— ———) 
14) Cale. as in 1). 15) The amount of extraglucose excreted after 


glucosamine administration is not less than that after glucose administration, 
even when calculation is made by applying the ratio, D/ (Total N—glucosamine- 
N excreted), instead of the ratio, D/ (Total N—glucosamine-N administered), 
namely, when it is assumed that glucosamine excreted as such had been the only 
compound in urine containing extrogenous nitrogen and the rest of the nitrogen 
introduced into the body had been deposited in tissues. The values thus com- 
puted are 0.0473, 0.1776, 0.3184, 0.5022, 0.5740 and 0.0702 gm for 1gm of 
glucosamine assimilated. 

1.6450 — 0.9474 


179 
ote 0.3200 
Be 216 


the same assumption as in 15) the figures 16)-21) become 0.0042, <0, 0.0111, 
0.0184, 0.0939 and 0.0859. The values are similar to those of 1) and 2) of the 


17)-21) Calculated asin 16). If caleulated under 


16) 


following page. 
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utilized and 0.016 and 0.1135 gm.” for the same quantity of 
glucose ingested. Because of the fluctuating nitrogen values of 
urine in the periods prior to the administration of the sugars, 
accurate numerical information on the relative protein-saving 
powers of glucosamine and glucose will not be of much value, but 
at least it may be said from the figures that glucosamine is not 
superseded by glucose in this connection. 

To sum up: 1) glucose is formed from glucosamine in the 
animal body, whatever the mode of conversion may be; and 2) in 
diabetes, first, more extraglucose is excreted from the kidney when 
glucosamine is administered than when glucose is given, and second, 
the aminosugar depresses the decomposition of protein at least in a 
similar degree to glucose—probably much less glycogen is deposited 
from the aminosugay. 

In Exp. 4 and 5, extraglucose amounted to much more than 
half the equivalent of the utilized glucosamine. This conforms 
apparently with the desamination hypothesis of Masai and Naka- 
mura and not with the conception of Kawabe, because the latter 
thought that lactic acid was derived only from the non-nitrogenous 
product in the alleged primary cleavage of glucosamine. However, 
it is not impossible in severe diabetes that the fragment containing 
nitrogen is also used for the synthesis of glycogen and glucose. 
The present data do not suggest any clue to the mechanism of the 
chemical process. 


SUMMARY. 


Glucosamine adiministered to phlorhizinized rabbits caused 
them to excrete even more extraglucose than did glucose given as 
such. The formation of glucose from the aminosugar is therefore 
beyond doubt. But, as to the mode of conversion, the data 
furnished no proof either for the desamination hypothesis (Masai 
and Nakamura) or for Kawabe’s assertion. 

The writer owes much gratitude to Dr. Y. Tanabe for con- 
siderable assistance, and to the Foundation for the Promotion of 


1.9656 — 1.8984 


1 
) 4.2 


2) Caleulated as in 1). 
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Science and Industrial Research of Japan for a grant which 
enabled him to undertake this work. 
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The foregoing work (Yositake 1939ii) established that 
glucose is formed from glucosamine in a phlorhizinized animal. 
It suggests the occurrence of hyperglycemia in a normal animal, 
when this aminosugar is administered. Amone former investiga- 
tors, who undertook to bring to light the fate in vivo of glucos- 
amine, some, for example Moschini, gave up the attempt to follow 
the blood-sugar behaviour because of the deficiency of an appro- 
priate analytical method. As already reported (Yositake 1939, i), 
the blood-deproteinizing process of Dumazert and Bierry is 
adequate for removing added aminosugar together with protein, 
allowing the fermentable sugar to pass into the filtrate completely. 
This process enabled the writer to find out a few facts which are 
described in this account. 

Jn preliminary experiments, the reducing force of glucosamine- 
free blood-filtrate was seen to increase, when aminosugar was in- 
jected into rabbits subeutaneously. The rise of reducing force 
does not always signify the increase of glucose. But affirmative 
evidence for it was obtained by applying the indole reaction to 
the Folin filtrates of the blood specimens. The strength of colour 
developed by the reaction varied from one blood specimen to 
another with discrepancies just coinciding, expressed as glucose, 
with those in reducing force. 

Then was the excess of glucose produced actually from glucos- 
amine, as the phlorhizin experiments suggested? It may be other- 
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wise due to a) the stimulation of the nervous center of carbohydrate 
regulation, b) disturbance of oxidation in carbohydrate metabolism, 
or ¢) peripheric acceleration of glycogenolysis by the aminosugar. 

The injection of this substance into rabbits, which had under- 
gone double splanchnicotomy, still caused hyperglycemia to a 
similar extent as before the operation. Therefore the first possi- 
bility is excluded. As regards the second possibility, the effect of 
glucosamine on several oxidases, which partake in oxidation of the 
end products of carbohydrate metabolism, was examined. But, 
the aminosugar did not depress the activities of these enzymes at all. 
Zummo recently observed the lowering of oxygen consumption 
of animals following the transference of glucosamine. This pheno- 
menon does not seem to have any relation with the hyperglycemia 
under discussion. Finally the increased glycogenolysis (third 
possibility) is denied, because Kawabe has already shown that 
an appreciable amount of glycogen is deposited in the liver of 
normal rabbits, following a glucosamine injection. After all, it 
would seem most probable that the rise of blood glucose occurs at 
the expense of the aminosugar. 

Kawabe found a distinct increase of lactic acid in blood. 
The temporal relationship of its occurrence with the rise of blood 
sugar is deemed significant. Therefore, the writer followed the 
quantitative behaviours of these components simultaneously in one 
experiment. Quite unexpectedly, however, lactic acid did not 
fluctuate at all, although glucosamine was applied in an amount 
and manner similar to the experiments of Kawabe. The author 
made the analysis by the Sudo method which requires a large 
quantity of blood (20 ce. for one run). Since in the control ex- 
periments of Kawabe no rise of lactic acid was observed, anemia 
and the introduced glucosamine probably aided each other to in- 
crease this acid. The details are given below. 


EXPERIMENTS AND COMMENTS. 


I. Animal experiments, 


Grown up rabbits were used. They were fed with bean curd 
refuse except on the days of experiments. 
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1) Hyperglycemia following subcutaneous administration of 
glucosamine. 


Glucosamine hydrochloride (2 gm. per kg of bodyweight) was 
transferred either per os, as wrapped in a thin wafer, or sub- 
cutaneously, after dissolving in water (6 ce. for 2 gm. of the hydro- 
chloride) and neutralizing with 2”. NaOH. Blood was drawn 
immediately prior to the transference of the aminosugar and there- 
after at intervals and glucose was determined by measuring the 
reducing force on ferricyanide of the Dumazert-Bierry filtrates 
(er. Viositake 1939 2). 

As is illustrated in the accompanying table (Table I), hyper- 
glycemia occurred when the aminosugar was applied by injection, 
but not when the substance was ingested, probably due to very 
gradual absorption. 

The hyperglycemia attained its maximum between the second 
and the third hour after the injection. 

The experiment on rabbit No. 3 was made to see if the increase 
of the reducing foree on ferricyanide is ascribable to a real rise 
of glucose. More than 2 ce. of blood were drawn before the ap- 
plication of glucosamine and at the first, second and third hours 
after it, and from each of the blood specimens, 1 cc. was taken 
for the determination of reducing force and lec. from the rest 
was adapted to the indole reaction of Dische and Popper after 
removing the protein according to Folin and Wu" (blood dilu- 
tion: 10 times). The figures put in parentheses in the table are 
the values calculated as glucose from the color strength developed. 
The Folin and Wu filtrates contain glucose not only in a free 
state but also in combined forms. Hence, the intensities of their 
coloration exceeded, as expressed as glucose, the corresponding 
reducing forces of the Dumazert and Bierry filtrates, but the 
differences between the values by the indole method after glucos- 
amine injection and that before it were 0.043, 0.054 and 0.048%, 
and agreed well with those between the corresponding reducing 


1) The hdequacy of the Folin and Wu filtrate for this analysis was 
checked by the recovery of glucose added to blood. 
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forces, which were 0.042, 0.053 and 0.045%. This coincidence is 
assumed as evidence of true hyperglycemia. 


2) Quantitative behaviour of blood glucose in animals, the 

splanchnic nerves of which are cut. 

Glucosamine was always injected in the dose and manner 
similar to those in the above experiments. The hyperglycemia of 
the animals in their normal state was measured for the purpose 
of an accurate contrast. The nerves were then cut out for about 
lem on both sides, by way of the abdominal cavity, and, after 
more than two weeks, the glucosamine experiments were conducted 
again. The figures in Table II indicate that the hyperglycemia 
is not influenced by splanchnicotomy, regarding not only its degree 
but probably also its duration, judging from the gradients of 
curves plotted therefrom, although the observation was not con- 
tinued for longer than five hours. The rise in discussion of blood 
glucose is of peripheric nature. ; 


3) Lactic acid of the blood was not increased. 

Analysis was carried out by the Mendel-Goldscheider 
method. Glucosamine was injected, similar in manner and dose 
as before, into two normal rabbits and the blood glucose was esti- 
mated simultaneously with the acid. The data are listed in Table 
III. While hyperglycemia took place, lactic acid remained nearly 
unchanged. 


IT. Tissue Experiments. 


The action of glucosamine on succinodehydrogenase,  al- 
dehydrase and lactic-acid-dehydrase was tested by the methylene 
blue method of Thunberg. The reaction was always carried out 
at 38°C. 


1) Effect on succinodehydrogenase. 

Fresh bull muscle was freed from connective tissue, minced 
and shaken with three times its weight of distilled water saturated 
with toluene, for 20 minutes. The tissue was pressed out on 
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cotton gauze. The washing was repeated twice in a similar 
manner. The reaction mixtures were composed, in the first run, 
as follows: 


Tube No. Ty Il, ITT, IV, 
Washed muscle (gm.) 0.2 0.2 0.2 | 0.2 
M/15 Phosphate buffer, Sdrensen, é 
at pH 7.0 (ce) 0.5 02 = 0.5 0.5 
M/25 Neutral solution of 
glucosamine” (ce) 0.5 0.5 
M/25 Neutral solution of 
succinic acid” (ec) One 0.5 
0.02% Methylene blue solution (ec) 0.2 0.2 0.2 0.2 
Water (ec) 1.0 0.5 0.5 


1) 2) Made by dissolving glucosamine hydrochloride or succinic acid in water, 
then neutralizing with NaOH and ultimately filling up to the concentra- 
tion of 1/25 molarity. 1) was always prepared immediately before use. 


The second rum was carried out by taking the tissue from a 
different bull. The corresponding mixtures (Iz-IV2) were similarly 
composed, except that 0.3 gm. of washed muscle was used instead of 
0.2 om. 


The results: 


Tube No. ee live 1S) ABS Bis EN 


Time required for decolorizing 
methylene blue (min. ) 


2) Effect on lactic-acid-dehydrase. 


A, hog heart as fresh as possible was ground, shaken with 
20 volumes of m/15 phosphate buffer at pH 7.38 for 10 minutes. 
Water was squeezed out. The residue was similarly washed once 
more.’ The mixtures were made up of the following ingredients: 
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The first run: 


Tube No. 


Heart muscle washed (gm) 


M/15 Phosphate buffer, 
Soérensen, at pH 7.0 (ec) 
Neutral solution of M/25 


glucosamine (cc) M/5 


lactate (Schuch- 


Solution of lithium is 
hardt, Gorlitz) (ec) 


M/5 


0.02% Methylene blue 
solution (ec) 


Water (cc) 


bo 


lo 


IT, JDO OM |) aS Laney ane? 
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
2 2 2 2 2 2 
1 il 
1 1 
1 1 
1 1 
1 i 1 a i 1 
i 1 1 1 


The second run was carried out with the heart of a different 
hog. The mixtures Ij-IV2 in this run were respectively composed 


as IL Wa, 


The results: 


Tube No. | Teeter able leVes 


LAL LV: 


I, Il, III, [V2 


Time required for | 
decolorizing 
methylene blue (min. ) 


i Seeeceigiels 12 


~ 


| 
| 

BO 012. ‘|, - 00>, 33. com 36 
K 


3) Effect on aldehydrase. 


The liver of a bull, freed from adherent tissue, was cut with 


scissors into particles of pea size, and washed under running water 
It was then ground and 
shaken with 2 volumes of water added with a little toluene for 
2 hours, followed by centrifuging. 
precipitated with 3 volumes of acetone and the deposit was sepa- 
rated by centrifuging, washed twice with ether and finally dried 


(5°C.), in cotton gauze, for 1 hour. 


in vacuo over sulfuric acid. 


The supernatant liquid was 


The compositions of the reaction 
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mixtures were the following: 


Tube No. Tiyels JO Be = ES IIT,, ITI, TV;, LV2 
Liver powder” (mg) 30 30 30 30 
M/15 Phosphate buffer 
Sorensen, at pH 7.17 (ce) 2 2 2 2 
M/25 Neutral solution of 
glucosamine (ce) il il 
M/25 Acetaldehyde 
solution (ce) 1 1 
0.02% Methylene blue 
solution (ce) al 1 al ih 
Water (ce) 2 1 


1) Contained no aleoholdehydrogenase. 


I,-IV, were the tubes of the first run, and I,-IV2 were those 
of the second run. The two runs were performed with liver powder 
from different bulls. 


’ 


The results: 


Tube No. Lees AMR ME, UN, I) ip Ee Lvs 


Time required for 
decolorizing CON SpliSeamnoo: weer? co) | 20R eco eZ0 
methylene blue (min. ) 


Glucosamine was thus seen to exert no influence on any of 
these dehydrogenases. 


SUMMARY. 


Glucosamine causes hyperglycemia of peripheric nature in 
rabbits. This-aminosugar does not affect the activities of the oxy- 
dases which participate in the oxydation of final products of carbo- 
hydrate metabolism. Most likely the hyperglycemia is due to the 
accumulation of glucose, either derived from the administered 
glucosamine or produced from the cleavage product or products 
of this aminosugar. 
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K. A. H. Morner described two kinds of urine mucoids, one, 
“die durch KEssigsiure gefallte Musinsubstanz” (das typische 
Harmucoid) ([a]p=62-67.1°) and the other, “die in Wasser 
losliche Mucinsubstanz” ([a]p=—59.2°), which is acid soluble, and 
supposed that the latter is a product artificially derived from the 
former by a slight change, due to the preparation procedures because 
they resembled each other in elemental composition as well as in 
protein reactions. 

However, during the preparation of these mucoids according 
to Morner, the writer noticed facts suggesting their perfect 
identity. When a comparatively concentrated solution of the so- 
called water-soluble mucoid, for instance a 3.5% solution, was 
acidified with acetic acid (80%) to pH 4.0, no flocculation occured, 
but on dilution with 5 volumes of water, bulky precipitates came 
out, notwithstanding that the hydrogen number was scarcely 
changed. Since it was a quite unexpected finding, the fraction 
remaining in solution was separated with alcohol and, after washing 
with aleohol and ether and drying, was dissolved in a high con- 
centration, acidified and diluted with water similar to the above, 
whereupon gelatinous precipitates appeared again. The results 
led the writer to repeat the procedures and finally nearly all of the 
acid soluble mucoid of Mérner was secured as an acid insoluble 
substance. In another experiment, a dilute solution (0.1%) was 
made from the beginning, and submitted to the chloroform treat- 
ment by which Mérner prepared the so-called acid-insoluble | 
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mucoid. The substance was deposited also in this case, though in 
part as a thin film. Probably, there is present in urine one 
mucoid, the solubility of which depends enormously upon its salt 
content and “die in Wasser lésliche Musinsubstanz” is nothing but 
the portion which is held by salts in solution even when the acidified 
solution is shaken, as was done by Mérner, with chloroform—a 
precipitation facilitating agent. Chloroform, however, has recently 
been often employed to cleave off the protein portion from the 
prosthetic group of glycoproteins. Analysis of Mérner’s mucin 
substances on the carbohydrate components must be, then, an im- 
portant clue in determining their identity. As will be seen in the 
experimental part, the specimens separated from one and the same 
sample of urine not only coincided fairly well in this respect, but 
also agreed, when their solutions were adjusted to the same hydro- 
gen number, in specific rotation as well as in specific refraction. 
In the sense that only one single mucoid is separable from urine, 
the writer names it “urinomucoid” in order to distinguish it from 
its Morner fractions, and recommends a more simple preparation 
method: (1) urine nubecula is dissolved in water with the aid of 
ammonia and freed from uric acid by passing COs-gas through it, 
as described by Morner; (2) the solution is then dialysed three 
days, evaporated in vacuo at low temperature to a small volume 
and the mucoid is precipitated with alcohol; (3) purification is 
carried out twice by dissolving the substance in water, or in water 
with a little ammonia and reprecipitating with alcohol, and the 
substance is washed with alcohol and ether, followed by drying 
in vacuo over phosphorus pentaoxide. 

Five specimens of the mucoid prepared in this way contained 
11.54-13.39% nitrogen.” They contained an aminosugar, acetyl 
and an ordinary sugar. The ordinary sugar was demonstrated to 
be galactose by the analytical procedures of Masamune and 
Tanabe. Mucic acid was further isolated after oxidation with _ 


1) By the micro-Kjeldahl method. Mérner found, by the Frank- 
land-Klingemann method, 12.56-13.01% nitrogen in the preparations of 
his acid-precipitable mucin substance, calculated on an ash free basis, and 
12.57-13.09% nitrogen in those collected as the so-called water-soluble mucoid. 
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nitric acid. The aminosugar could be identified with glucosamine 
as its pentabenzoate. Glucosamine, acetyl and galactose were 
present in the equivalent ratio of 1:1:1. The prosthetic group 
was separated in a nearly pure state by alkaline treatment. Its 
[a]p was —8.48° at 18°C. 


EXPERIMENTS. 


1. An average of 129m. of urine nubecula, as dried, was 
collected by means of chloroform, per 100 liters of urine. 

2. Composition, in particular, as regards the carbohydrate 
portion and physical constants of Mérner’s fractions of the urine 
mucoid : 

Preparation was started with 5 gm. of the dried nubecula. By 
the procedures of Morner, 250 mg of the so-called acid precipitable 
mucin substance and 6380 me of the water-soluble substance were 
yielded, after purification. Phosphorus and uric acid were not 
detected in the preparations. 


Analysis by the procedures which were employed in this series 
of investigation gave the following figures: 


a ; ; ee Ordinary 
nates [Sitrogen| Sapbonrdeate| Annas] acorn sugars | Ag 
oC Ay ahs ~ (ay, oy f = - 3 (oy 
(%) glucose(%) | amine (%) (%) | 8 oe 2) 
“Die durch Essig- é 
siure gefillte 12.18 19.86 OST 2.52 10.12 1.25 
Mucinsubstanz” 
“Die in Wasser 
losliche Mucin- 12.81 21.70 11.20 2.00 10.07 2.66 
substanz”’ 


Specific optical rotation and refraction: 


The fractions were each dissolved in water and adjusted to 
pH 6.8 by means of 0.1m. NaOH solution. Temp.: 26°C. 
~ “Die durch Essigsiure gefillte Mucinsubstanz.” 


—1.74 x 3.0891 


26 _ _59.39° 
[lo = 9 09x 1.0061x1 
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Specific refraction: 
(1.38276)? —1 < 1 y 100 (1.32809)?—1 
(1.33276)?+2 1.0061 3.0 (1.382809)?+2 

iL 7 100 — 3.0 
O99T2 3.0 
“Die in Wasser losliche Mucinsubstanz.” 
o. hI <x 808se . 
lal = G9 r006ER1 

Specific refraction: 

(1.83276)2—1 . 1 as 100 _ (1.82809)?—1 
(1.83276)?+2 1.0064 3.0  (1.382809)2+ 2 
- 1 e 100—3.0 

0.9971 3.0 


= 0,.230° 


= 0.230° 
3. “Urinomucoid.” 
1) Preparation and analysis. 


It was prepared as noted above. Yield from 10 gm. of nubecula 
was 3.5em. on the average. Five specimens were prepared and 
analysis was made, concerning the carbohydrate components in the 
main as in 2). The values obtained were the following: 

N: 11.54-13.39% (mean: 12.39% ) 

Carbohydrate reduction, as glucose: 19.2-21.6% (mean: 20.1%) 
Glucosamine: 9.59-11.25% (mean: 10.13%) 

Acetyl: 2.48-2.50% (mean: 2.51% ) 

Sulfate-sulfur: 0.11-0.18% (mean: 0.12%) 

Galactose: 9.86-10.16% (mean: 10.08% ) 

The equivalent ratio of the mean values of glucosamine, acetyl 
and galactose is 1.0:1.03:0.99. t 

The substance gave colour with Ehrlich’s reagent of dimethyl- — 
aminobenzaldehyde, after having been heated with alkali, as well 
as without this preliminary treatment (Blix). It was free from 
phosphorus and uric acid. Neither the naphthoresorcinol test nor 
the aniline reaction for uronic acid was given. The presence of 
uronic acid was further denied: 1) furfural production” amounted 
only to less than 2%, caleulated as glucuronic acid, which is the 


1) Estimated by the Tanabe method. 
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quantity obtainable also from the protein part and from the 
above kinds of sugars; and 2) the carbohydrate reduction of the 
mucoid did not exceed the sum of the corresponding powers of the 
aminosugar and the ordinary sugar. Acid-hydrolysable sulfur was 
so minute that it was regarded as an impurity. 

The ordinary sugar was identified as galactose by the first 
procedures of Masamune and Tanabe’s method. To give an 
example,’ 1 ce. of the final solution which had been obtained after 
hydrolysis?) and fractionation with mereurie acetate and oxide, 
corresponded to 2.15me of the substance, and the colorimetric 
readings and the reducing force, expressed as galactose, coincided 
well, as will be illustrated below. 


op Cone. (%) of sugar in the final solution, 
Reaction Ss 3 as: ; me - 
ee Glucose | Mannose Galactose  |Eructose 
Orcinol 8.96 0.0328 0.0278 0.0215 > 0.0500 
Indole 13.0 0.0155 0.0233 0.0210 0.0098 
Diphenylamine I 15.56 0.0123 0.0108 0.0213 — 
Reducing force 0.0172 0.0175 0022 ee 0.0139 
0.0213 (mean) 


The mean concentration (0.0213% ) of galactose in the solution 
amounts to 9.86%, when computed to the urinomucoid taken. 


u) Formation of mucic acid from the ordinary sugar. 

2em. of an urinomucoid specimen were sealed with 60 ee. of 
ln. H2SO, solution in a tube and heated in a boiling bath for 
5 hours. The solution was cooled and sulfuric acid was preci- 
pitated with an equivalent quantity of saturated Ba (OH )» solu- 
tion. The supernatant liquid, after centrifuging, was added. to 
30 ec. of 25% mercuric acetate solution, neutralized with saturated 
Ba(OH)» solution and centrifuged again. The supernatant liquid 


(353 ce.) was shaken with 30 gm. of freshly precipitated mercuric 
oxide (yellow) overnight, and filtered, and the barium was removed 


1) Analysis was started with 60.54 mg of one of the specimens. 
2) Carried out with 1 n. H2SO, solution, by heating for 4 hours. 
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with a just sufficient quantity of-4n. HeSO,4 solution. The clear 
solution was passed with H2S-gas and filtered. The filtrate was 
extracted with ether thoroughly. pH at this stage was 6.2. It 
was evaporated in vacuo to 8 ce., transferred in a beaker with 2 ce. 
of water, then 5 ce. of nitric acid (sp. gr. 1.38) was added and 
concentrated on a bath to about one-third the original volume. On 
standing, after the addition of 3 cc. of water, characteristic crystals 
came out. Yield, 44mg. The product was recrystallized by dis- 
solving in water with the aid of NaOH and precipitating with HCl. 
It melted at 224°C under browning and gas evolution. No de- 
pression of the melting point occurred when it was mixed with 
mucie acid which had been prepared from galactose (K. Merck). 
Elementary analysis (Pregl)?): 
3.059 mg substance: 1.380 mg H2O; 3.848 mg COs. 


CoHi00s Cale. : 4.80% 1812 34.29% C. 
Found: 5.05% HH: 34.31% 'C. 


In addition, thalium salt of mucie acid was found to erystallize 
out in characteristic form, on treatment of the product with thalium 
nitrate according to the description of van der Haar. 


wr) Identification of aminosugar with glucosamine. 
3gm. of a preparation of urmomucoid were hydrolyzed and 
the aminosugar was benzoylated as Hisamura did in order to 
identify the chondrosamine of chondromucoid. 
The product recrystallized from aleohol showed the characteris- 
tic needle form of glucosamine pentabenzoate. Yield, after repeat- 
ing purification three times, was 77.7 mg. 


Eure? 216°C 
Nitrogen: 2.02% (Cale: 2.0%). 
lap? 0.45 x 2.9780 — 4.44.99% 


” ~ 0.0309 x 0.9809 x 1 


w) Isolation of the prosthetic group. 
It was tried by alkaline scission from the protein portion as 
follows: 


1) Kindly made by Dr. 8S. Umezawa of the Chemical Department. 
2) Hisamura and Kusuno: +45.06°, 
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3egm. of urinomucoid were dissolved in 100 ce. of 2n. NaOH 
solution and placed in the air. As precipitates came out after 
ohe day, they were removed by centrifuging and allowed to stand 
further. After five days from the beginning (maximal room 
temperature: 26°C), the transparent liquid was neutralized with 
4n. HCl under cooling, acidulated with acetic acid and dialyzed 
against running water for one day. pH was brought to about | 
4.0 with 30% acetic acid and the solution was shaken with one- 
fourth the volume of chloroform overnight, then the precipitated 
protein-fragments were centrifuged. and the watery layer was 
separated. The chloroform treatment was repeated, until no more 
precipitates came out, and the solution was submitted to dialysis. 
After two days, it!) was evaporated at reduced pressure to 30 cce., 
acidified with acetic acid to pH 4.0 and kneaded with 18 gm. of 
kaolin. The mixture was collected on a Hirsch’s funnel and the 
filtrate,?) which gave no biuret reaction, was precipitated with six 
volumes of alcohol and a little sodium acetate. The substance that 
appeared in flocks were washed with alcohol and ether and finally 
dried in vacuo. Crop of the coloriess powder was 146mg. It was 
insoluble in methanol and ethanol, soluble in glacial acetic acid ~ 


Analyses In per cent ee 
Nitrogen 4.08 13 
Glucosamine 46.13 1.00 
Galactose 46.36 1.00 
Acetyl 9.62 0.87 
Ash 0.78 


and was not precipitated by phosphotungstie acid. It developed 
colour with Ehrlich’s reagent of dimethylaminobenzaldehyde 
immediately without being heated in advance with 0.1n. NaOH 
solution (Blix). Acid-hydrolysable sulfur was not detected. 


1) 240 ce. 
2)- 12: ee, 


458 T. Kobayasi: 


Analysis gave the figures in the table of the foregoing page, 
which prove the high purity of the production. 
— 0.086 x 3.0190 ) 
0.0306 1.0015 “" 
What was unexplainable was that its reducing force after 


hydrolysis did not reach the caleulated, 86.58% as glucose, as will 
be seen below. Hydrolysis was earried out with In. sulfuric acid 


fa}8 was’ - —848°.(= 


solution. 


Duration of hydrolysis | Reducing force on ferricyanide, 
(h) expressed as glucose (%) 


6.23 
60.18 
63.65 
62.35 
52.17 


o Fe WW DD © 


SUMMARY. 


1. The so-called acid-precipitable and water-soluble urine 
mucoids of Mérner were demonstrated to be identical with each 
other. The writer names the mucoid, in this sense, “urinomucoid” 
to distinguish it from the fractions of Morner. 

2. Urinomucoid contains an acetylglucosamine-galactose (1:1) 
complex as the prosthetic group. 

The writer wishes to express his thanks to Foundation for 
the Promotion of Science and Industrial Research of Japan for a 
grant to carry out this work. 


REFERENCES. 


van der Haar, A. W. (1920): Anleitung zum Nachweis, zur Trennung 
u. Bestimmung der Monosaccharide u. Aldehydsiuren, Verlag von 
Gebriider Borntriger, Berlin, 105. 

Hisamura, H. (1938): Journ. of Biochem., 28, 217. 

Hisamura, H. and Kusuno, M. (1938): Journ. of Biochem., 27, 375. 

Morner, K. A. H. (1895): Skand. Arch. f. Physiol., 4, 332. 


The Journal of Biochemistry, Vol. 30, No. 3. 


A PHOTOREDUCING SUBSTANCE CONTAINED 
IN COMMERCIAL CANDIOLIN. 


By 


Tue Late MOTOMASA TAWARA. 


(From the Institute of Medical Chemistry, Kyusyu Imperial University, 
Hukuoka. Director: Prof. Dr. K. Kodama.) 


(Received for publication, Sept. 11, 1939) 


In the course of study on the dehydrogenase activity ‘in the 
retina and its relation to light, the author noticed that a certain 
substance exists in the market preparation of candiolin, which 
exhibits a strong reducing action toward methylenblue by irradia- 
tion in the absence of any other catalytically active substance. 
Ascorbie acid is assumed to possess such an action, but no evidence 
of its existence in the candiolin preparation was found. Further 
study revealed that hexosediphosphorie acid itself lacked this pro- 
perty and that a substance, which resembles the reducton of 
Euler in several respects, is present as a contamination in the 
sample and is responsible for the photoactivity. Since candiolin 
is used widely in biochemical researches the author feels that it 
is obviously of enough importance to call to the attention of in- 
vestigators in this line. 


EXPERIMENTAL. 


1. Effect of light in the methylenblue decolourization 
by candiolin. 

Thunberg’s tube was used. Into the tube were introduced 
0.5 ec. of M/5000 methylenblue, 0.5 ce. of M/15 phosphate buffer 
solution (pH 7.4); 1.0 ce. of redistilled water and 0.5 ec. of M/10 
candiolin (Natrium salt). After evacuating for 2 minutes at the 
pressure of 4mm. of mereury by means of the Gaede’s vacuum 
pump, the tube was immersed in the thermostat kept at 37°C and 
irradiated with a Matsuda photographic lamp (450W) at a 
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distance of 25 em, and another was kept in darkness as control. 
The results of a few typical experiments are shown in Table I. 


TABLE I. 


Effect of light on the methylenblue decolourization by candiolin. 


Decolourization time 
Irradiation Darkness 
No. 1 25’ 0" > 180’ 
No. 2 25’ 30” > 720’ 
Average Dom lad > 180’ 


From the above results, it is clear that the market preparation 
of candiolin reduces methylenblue by irradiation. 


2. The effect of light on the redox-potential 
of candiolin. 


To check the above results the redox-potential of the same 
reaction mixture was measured and the effect of light upon it was 
examined. 

The measurement was made in a dark chamber. For the 
determination of the potential the unipivot potentiometer of the 
Cambridge Instrument Co. was used. The electrode was made of 
platinum. As a reference electrode, a saturated calomel cell was 
used, which was connected with the reaction vessel with an agar 
salt bridge. The result is illustrated in Fig. 1. 

As Fig. 1 shows, it is obvious that methylenblue alone does not 
cause any appreciable change of the potential of candiolin, but a 
remarkable drop of potential is noted when the (mb.-+ candiolin) 
system is irradiated with light. This result is completely in accord 
with that of the foregoing experiment 1. 


3. Hxperiment on the purified candiolin. 


In order to determine whether the photoactive property of 
the candiolin preparation used above is due to the hexosediphos- 
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Fig. 1. The effect of light on the redox-potential of candiolin. 
(87°C air temperature). 


Eh (m. v.) 


49 OF 


Reaction system, 


{ 

I ie i M/15 Phosphate buffer (pH 7.4) 0.5 ce. 

g g a = M/10 Candiolin 2.0. 

5 "s 3 M/5000 Methylenblue ahYoy 
300} & =) es 
‘) 

a 

100 —_ 


= Se ee 


10’ 20' 30° 40’ 50’ 60’ Time in minute. 


phorie acid or to other impurities, a similar experiment was carried 
out with purified candiolin. The purification was done after the 
method of Neuberg and Sabetays (1925). Purified candiolin is 
almost colourless, while the market preparation has a _ yellow- 
reddish tint. It was used as Na or Mg-salt, the test being carried 
out in the same manner as the experiment 1. The results are 
shown in Table II. 


TABLE II. 


e 
Comparison of the decolourization time of methylenblue by crude candiolin 
and by purified candiolin. 


Decolourization time in minutes. °* 
Purified candioln Crude candiolin Washed candiolin 
Nove 90 Sa0i4 3’ 0” 
No. 2 90’ 3° 0” By alk 
Average 90 300% Sag 
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4. On the chemical nature of the photoactwe substance. 


According to Martini the reducing power of ascorbic acid is 
augmented by irradiation, thus methylenblue, eosin, benzofiavin 
and neutral red are promptly decolourized at pH 4.0 and 7.0. 
It was, therefore, tested whether or not the active agent in the 
candiolin preparation is identical with ascorbic acid. But all tests 
suggest that it is not, as the substance in candiolin is heat stable 
(Table III), can not reduce 2-6-dichlorphenolindophenol and is 
negative toward Fujita-Ebihara’s (1933) colour test of ascorbic 


acid. 
TaBLe IIT. 
Resistance of the photoactive substance in candiolin to heating. 
Heating minutes 0’ 10’ 30’ 60’ 180’ 
Decolouriza- No. 1 40” 40” 40” 40” 40” 
tion time No. 2 40” 40” 40” 40” 40” 
2 
Average 40” 40” 40” 40” 40” 


Another substance which deserves special attention in this line 
is reducton, described by Euler and Martius (1933). This sub- 
stance is obtained by the treatment of sugar with diluted alkali 
and has a strong reducing power even in acidic reaction. Its 
chemical nature is not yet clarified but is claimed by Martius to 
be oxymalonic acid aldehyde (C3H4O3). Since various chemical 
properties of reducton seem to resemble the substance in question, 
the’ author carried out an experinient to find what effect irradia- 
tion does exert upon the reducing power of reducton. 

0.5 gm. each of glucose, fructose and galactose were dissolved in 
30 ce. of water, alkalised with 10 cc. of N/10 NaOH and heated 
for 5 minutes. Then the solution was brought to pH 7.0 by N/10 
HCl and made up to 100 ce. with water. The reduction test was 
done by Thunberg’s technique with a reaction mixture of 1.0 ce. 
of the solution, 1.0 ee. of phosphate buffer solution of pH 7.4, 0.2 ee. 
of M/5000 methylenblue. The results are indicated in Table IV. 


s 
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TABLE IV. 


Decolourization time of methylenblue by reducton. 


Glucose Liivulose Galactose 
M/5000 Methylenblue 0.2 0.2 0.2 
Pl he r 
Cen 1.0 1.0 1.0 
Reaction ; 
system Glucose 1.0 == = 
Livulose — 1.0 = 
Galactose — — 1.0 
Decolouriza- No. 1 ALOK eo O aA KOE 
tion time No. 2 120” 1’ 20” 1’ 20” 
Average iP aly ie PAO I iis” 


Further, both substances consume nearly the same amount of 
iodine and also show an equally high redox potential toward the 
‘inert electrode. Finally, the absorption spectra of both solutions 
were photographed, the results of which are illustrated in Fig. 2. 
They show quite identical behavior. 

Though we lack conclusive evidence, we can assume that the 
market preparation of candiolin contains a highly photoactive sub- 


Fig. 2. Absorption curves of reducton and candiolin. 


ie tess Reducton. 
Candiolin. 


(log dx 10) 


1 
520{— x 107° 
520(5 ) 


357 312 277 250 227 204 192 (A in mp) 


464 ; M. Tawara. 


stance, which resembles in many respects the so-called reducton 
solution obtained by treating sugar with dilute alkali. 


SUMMARY. 


The market preparation of candiolin contains a substance 
which decolourizes methylenblue at pH 7.4 when exposed to light, 
and resembles in many respects the reducton solution of Euler, 
produced by treating monosaccharide with dilute alkali. 

The author is glad to acknowledge the kindness of Dr. K. 
Kodama for his suggestions and of Dr. Y. Shoji for his encourage- 
ment throughout this research. 
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EINE QUALITATIVE UND QUANTITATIVE 
BESTIMMUNG DER PIKROLONSAURE. 


VON 


SHINOGU FUKUDA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit zw Taihoku. 
Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 25. September 1939) 


Pikrinséure sowie Pikrolonsdure sind seit langem vielfach zur 
Isolierung und Identifizierung mancher Verbindungen benutzt 
worden, da ihre Salze besonders schén und leicht krystallisierbar 
sind. Beide Salze sehen aber sehr ahnlich aus und die Praparate 
lassen haufig im Unklaren dariiber, ob ein Pikrat oder ein Pikro- 
lonat vorliegt. Es blieb daher der Wunsch bestehen, mit spezi- 
fischer und empfindlicher Reaktion die Pikrolonsiure nachzuweisen 
und in den Pikrolonaten den Gehalt an. Pikrolonséure leicht und 
mit kleinen Substanzmengen zu bestimmen. 

Ks ist seit Zeine (1906), Matthes und Rammstedt (1907) 
bekannt, dass die Pikrolonsdiure durch rasches Erhitzen’ bei 124° 
unter Dunkelfarbung und stiirmischer Gasentwicklung sich zer- 
setzt. Bei der Nachpriifung dieser Reaktion habe ich konstatiert, 
dass man bei langsamem Erhitzen der Pikrolonsaure eine krystal- 
line Masse bekommt, die scharf bei 170° schmilzt und eine Brutto- 
formel von Coo9Hi4NgO7 hat. Beim Zusatz von Alkalilaugen, 
besonders von Natronlauge zeigt diese Substanz eine tiefrote 
Farbung. Diese Farbenreaktion ist sehr empfindlich und man 
erhalt bis zu einer Konzentration von 1:1,000,000 hinunter positive 
Resultate. 

Durch Elementaranalysen und Spaltungsversuche wird fest- 
gestellt, dass die Verbindung C2oHi4N607 durch Kondensation aus 
2 Molekiilen Pikrolonsdure unter Wasser- und Stickstoffmonooxyd- 
Abspaltung entsteht. So wird gemiss folgender Gleichung eine 
Diketo-Verbindung erhalten, die sich nach Zusatz von Natronlauge 
sofort zu rotem Farbstoff umwandelt. ‘ 
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Roter Farbstoff. - 


Durch weitere Versuche wurde eine strenge Spezifitat der 
Reaktion fiir die Pikrolonsiure nachgewiesen und eine vollkommene 
Proportionalitat der Farbstoffreaktion bei verschiedenen Pikrolon- 
sduremengen festgestellt. Es konnte mithin diese Reaktion zur 
kolorimetrischen Pikrolonsdéurebestimmung Verwendung finden. 


EXPERIMENTELLE BELEan. 
I. Darstellung der Substanz C2oHi4N607. 


Reine Pikrolonsaure wurde in Trockenschrank oder im Olbad 
unter langsamer Temperaturerhéhung bei 124-125° eine Stunde 
lang erhitzt. Die braun gefarbte Krystallmasse wurde weiter bis. 
auf 170° langsam erhitzt und nach dem Erkalten aus Chloroform. 
unkrystallisiert. 

Die Substanz lost sich leicht in Chloroform. In Wasser ist 
sie unléslich. Sie schmilzt scharf bei 170°. Bei Zusatz von Alkali- 
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oder Hrdalkalilaugen zeigt sie eine tiefrote Farbung, selbst bei 
Gegenwart von minimalen Spuren der Substanz. Der rote Farb- 
' stoff ist in Wasser léslich, dagegen in Ather, Chloroform, Aceton, 
Benzol, Hisessig, Athyl-, Methyl- und Amylalkohol schwer léslich. 


IT. Konstitutionsermittlung der Substanz C2oH14No607. 


A. Analyse der beim Erhitzen der Pikrolonsiure entstandenen 
Gase. 


Man musste bei Erhitzen von Pikrolonsiure die Méglichkeit 
einer Bildung von H2,O und NO in Erwiagung ziehen. Um diese 
abgespalteten Gase zu bestimmen, wurde eine genau gewogene 
Menge von Pikrolonsiure im Schwefelsiurebad bei 170° langsam 
erhitzt, die Zersetzungsprodukte ins Verbrennungsrohr eingeleitet, 
in tiblicher Weise verbrannt, um dann in den Absorptionsgefassen 
gebunden zu werden. Dabei entstand keine Gewichtzunahme des 
Kaliapparates, folglich fehlte Kohlensiure. Dagegen nimmt das 
Chliorkalkrohr an Gewicht zu. Somit darf man die Bildung von 
Wasser vermuten. 

Stickstoffmonoxyd wurde nach Lungescher Nitrometrie er- 
mittelt. 


0,4627 g Pikrolonsiure verloren beim Erhitzen 0,0683 g an Gewicht, gaben 
0,0150 g Hs0. 


Ber. fiir CooHicNsOi0-(H20 + 2NO) Gewichtabnahme H:O 
- 14,77 3,41 
Gefunden: 14,72 3,40 


0,1037 g Pikrolonsiiure gaben 8,80 cem NO (21°, 768 mm), statt 9,36 ecm, 
0,1325 g Pikrolonsiure gaben 11,40 cem NO (21°, 768mm), statt 11,98 cem. 


B. Elementaranalyse der Substanz CooH14Ne60z. 

Fiir die Analyse wurde die durch Erhitzen der Pikrolonsaure 
erhaltene Substanz in Chloroform mehrmals umkrystallisiert und 
im Exsiceator bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 


0,0318 g Subst. 0,0621 g COs, 0,0088 g H20. 
3,205 mg Subst. 0,501 cem N (15,5° 765 mm). 
Ber. fiir CoHiNeO7 Geop.O Ss Is! Bilal N 18,67 
Gefunden: 53,21 3,08 18,62 


Sie erwiesen sich also als Kondensationsprodukt aus. 2 Mole- 
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kiilen von Pikrolonsiure unter Abspaltung von 1 Mol. H2O und 
2 Mol. NO. 


III. Abhingigkeit der Farbstirke der Reaktion von 
verschiedenen Bedingungen. 


_ Bei der Untersuchung dieser Farbenreaktion ging ich so vor, 
dass ich zunichst fiir jede einzelne die optimalen Bedingungen in 
bezug auf Konzentration der verwendeten Reagentien und Arten 
der verwendeten Alkalilaugen feststellte, dann die Abhangigkeit 
der Farbstirke der Reaktion von dem Zeitverlauf prifte. 


A, Abhingigkeit der Farbstarke der Reaktion von Konzentra- 
tion der verwendeten Reagentien. 


Bei der Priifung des Einflusses der Konzentration auf den 
Farbtiter zeigte sich zunachst, dass die Farbe bei der Normal- 
Alkalilésung von einer Konzentration von 0,0007—0,002 Proz. am 
deutlichsten zu sehen ist. Sie erwies sich als nicht proportional 
der Konzentration der Alkalien, vielmehr stieg sie schwiacher an, 
als es der Konzentration entspricht. 

Wenn der Farbtiter bei der Anwendung der Normal-Alkali- 
losung als Standard(—1,000) gemessen wird, kann man die 
Abhangigkeit der Farbstarke von Konzentration der verwendeten 
Alkalilaugen aus Tabelle I ersehen. 


TABELLE I. 


0,07 mg Substanz C2HiiNceO; verwendet. 


PR ee oe Verwendete Alkallaugen 
Alkalilaugen ay 
- Li(OH) Na(OH) K (OH) 
N/1 1,000 1,000 1,000 
N/5 0,985 1,000 "0,973 
N/10 0,875 0,882 0,843 
N/20 0,783 0,751 0,723 


B. Verhalten der verwendeten Alkalilaugen. 


Es war von Interesse diese Farbenreaktion durch Verschieden- 
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heiten der verwendeten Laugen niher zu vergleichen. Die Natron-, 
Kali- und Lithiumlauge zeigen gleichmassige Farbstarke, wahrend 
die Erdalkalilaugen immer schwichere Farbung zeigen. Von den 
organischen Basen, welche meistens eine ganz schwache positive 
Reaktion zeigen, gibt das Methylamin auffallenderweise starke 
Rotfarbung, wodureh,die Substanz CopH,4NgO7 beim Nachweis von 
Methylamin anwendbar ist. Tabelle II zeigt das Verhalten der 
verschiedenen Alkalilaugen bei dieser Farbenreaktion. Dabei ist 
der Farbtiter bei Anwendung von n-NaOH-lésung als Standard 
(=1,000) angemessen. 


TABELLE II. 
: ce Normallosung der Laugen 

Substanz 

CxHuN.O; | NaOH | KOH | LiOH |Ba(OH).\Ca(OH)» |Sr(OH)»2 |NH,OH 
001mg | 1,000 | 1,021 | 0,993 | 0,725 | 0,654 | 0,795 
0,03 1,000 1,008 1,007 0,783 0,725 0,803 0,642 
0,05 1,000 0,983 1,011 0,728 0,682 0,820 0,625 
0,07 1,000 1,007 0,973 0,760 0,708 0,705 0,588 
0,09 1,000 1,000 1,000 0,753 0,611 0,753 0,600 
0,12 1,000 | 1,000 | 1,002 | 0,826 0,650 0,738 | 0,587 
0,15 1,000 0,987 0,976 0,830 0,553 0,678 0,525 
0,20 1,000 1,008 1,000 0,803 0,641 0,693 0,573 
0,25 1,000 0,997 0,993 0,867 0,685 0,781 0,533 


C. Einfluss des Zeitverlaufes auf die Farbstarke. 

Die rote Farbung wird nach kurzer Zeit nicht verandert. Die 
Farbstirke bleibt einige Stunden konstant, aber nach 3 Tagen wird 
sie zur Hilfte vermindert. Wenn man den Farbtiter nach 1 
Stunde als Standard(=1,000) betrachtet, so kann der zeitliche 
Hinfluss aus der Tabelle III ersehen werden. 

Wie man aus den oben erwahnten Versuchsresultaten ersieht, 
bestehen die optimalen Bedingungen bei der Untersuchung dieser 
Farbenreaktion darin, dass man 0,07-0,2mg der Substanz 
CooH14Ne07 in 10 cem n-NaOH gelést und in einem Zeitverlaut von 
1 Stunde kolorimetrisch ermittelt. 
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TABELLE III. 


Verwendete 
Menge der 
Substanz 
C29014N6O7 in 
10 ee n-NaOH 


Farbtiter nach 


1St.| 2St. | 6St. 12 St. | 248t. | 48St. | 72 St. | 120S8t. 


0,03mg |; 1,000} 0,976] 0,921 | 0,891 0,825 0,700 0,450 0,355 


0,07 1,000] 0,991} 0,853.) 0,840 0,831 0,681 0,491 0,385 
0,15 1,000] 1,000} 0,970} 0,910 0,798 0,670 0,500 0,400 
0,20 1,000} 1,000} 0,977 | 0.912 0,803 0,682 0,530 0,390 
0,25 1,000) 0,986} 0,9307 0,903 0,833 0,660 0,512 0,385 


IV. Kolorimetrische Bestimmung der Pikronséure. 


Um die Pikrolonséiure aus Pikrolonaten zu befreien, werden 
Pikrolonatlésungen mit Schwefelsiure angesiuert und mit Ather 
extrahiert. Der Atherextrakt wird abgedampft und der Riickstand 
im Trockenschrank oder im Olbad unter langsamer Temperatur- 
erhohung bei 125° eine Stunde lang erhitzt und die zuriick- 
gebliebene Masse in n-NaOH gelost und auf 10 cem aufgefiillt. Die 
so bereitete rotlich gefarbte Losung wird zur kolorimetrischen 
Bestimmung benutzt. 

Die Standardlésung bereitet man folgenderweise: Hine genau 
abgewogene Menge von Substanz Co2oHi4N¢07(0,25 mg—0,7 mg) 
wird in Chloroform geldst und in 100cem Biirette aufgefiillt. 
Eine bestimmte Menge dieser Chloroformlésung wurde aufgenom- 
men und nach dem Verdampfen und Trocknen in 10 cem n-NaOH 
gelost. 

Von dieser Standardlésung bekannter Konzentration nahm 
man jeweils 5cem und alles wie fiir die zu untersuchende Losung. 
Die Konzentration der Pikrolonsiure in der Standardlésung wird 
nach Moglichkeit so bemessen, dass die Reaktionsfarbstirke 
annahernd der Farbstarke der zu untersuchenden Fliissigkeit 
gleich ist. Der kolorimetrische Vergleich wird dadurch wesentlich 


genauer. ° 


Da der Farbstoff in der Lésung nicht bestindig ist und die 
Farbstarke sich mit der Zeit verindert, so muss die Bestimmung 
spatestens in 5 Stunden ausgefiihrt sein. 
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Die Bestimmungen wurden an verschiedenen Pikrolonaten 
ausgefiihrt. Mit einem einfachen Apparate kann man die ge- 
fundenen Werte der Bestimmung schon bis auf 83 Proz. der 


berechneten erreichen. 


Die Ergebnisse sind in Tabelle IV zusammengestellt. 


TABELLE IV. 
n eee Berechnet Gefunden 
aaa ae papas seers Farbstoff Farbstoff Farbstoff 
mp mg mg Proz. 
Arginin-Pikronat 
14,9889 9,0344 7,9051 6,6000 83,5 
11,6543 7,0245 6,1462 5,3660 87,3 
6,6709 4,0208 3,5181 38,0570 86,9 
5,0054 3,0169 2,6397 2,2520 85,3 
1,7148 1,0336 0,9044 0,7440 82,3 
Lysin-Pikrolonat 
13,9146 8,9596 7,8397 6,6870 85,3 
10,8058 6,9579 6,0879 5,3030 Siew 
7,7475 4,9886 4,3649 3,6580 83,8 
6,2291 - 4,0109 38,5094 2,9090 82,9 
4,6058 2,9657 2,5949 2,1720 83,7 
Spermidin-Pikrolonat 
CrHioN3.3 (C1oHsN4Os) 
10,6807 9,0279 ~ 7,8994 6,7750 85,7 
9,5360 8,0603 7,0528 5,7500 81,6 
8,2364 6,9618 6,0910 5,0740 83,3 
7,0785 5,9831 5,2352 4,3300 82, 
2,3417 1,9789 1,7315 1,4290 82,5 
LITHRATUR. 


Matthes u. Rammstedt (1907): Arch. f, Pharm., 245, 112. 


Zeine (1906): Dissertation Jena 1906, 


15. 


zitiert in Arch. f. Pharm., 245,112. 
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The Journal of Biochemistry, Vol. 30, No. 3. : e 


UBER DIE DREHUNGSSTEIGERUNG DER 
d-MILCHSAURE. 


VON 


SHINOGU FUKUDA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitét zu Taihoku. 
Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


= (Eingegangen am 25. September 1939) 


Bei unseren Untersuchungen iiber die physiologische 
Bedeutung der Milchsa’ure handelte es sich oft darum, kleine 
Mengen d-Milchsiure zu ermitteln; bekanntlich ist die optische 
Aktivitat dieser Saéure an und fiir sich sehr gering, ausserdem 
noch ungemein empfindlich gegen Konzentrationsanderungen und 
Trocknung, sowie abhingig von der Natur des Loésungsmittels, 
sodass sie nur zu oft der Null sich nahert. Wir mussten daher 
unser Augenmerk auf die Eruierung eines Mittels richten, das die 
Grosse der Drehung nach Moéeglichkeit steigert. 

Ks ist seit Walden(1897) bekannt, dass die optische Aktivitat 
der Hydroxysauren durch die Bildung von komplexen Salzen 
gedndert wird. Wir haben aber unter den bisher bekannten 
Mittelna—Borsaure, Borax, Phenylhydrazin und Uranylnitrat—kein 
fiir unsere Zwecke geeignetes gefunden, weil sie nur eine geringe 
Drehungszunahme bewirken. 

Die Beobachtungen von R. O. Herzog und P. Slansky 
(1911), dass das Drehungsvermégen der /-Milchsaure durch Zusatz 
von molybdinsaurem Ammon erhoht wird, wurde meines Erachtens 
von niemanden zur Milchsdurebestimmung benutzt und die Aus- 
fiihrung der Ermittlungsmethode noch nicht streng festgelegt. So 
habe ich auf Veranlassung von Prof. Tomita die optimalen 
Bedingungen der Drehungssteigerung der d-Milchséure gesucht. 

Zu diesem Zwecke erwies sich ein Zusatz von molybdansaurem 
Ammon als sehr geeignet, wenn man hierbei gewisse, leicht ein- 
zuhaltende Vorsichtsmassregeln anwandte. Bei optimaler Kon- 
zentration des molybdinsauren Ammons und der Milchsaure 
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e 
erreicht die spezifische Drehung einen fiinfzigmal grosseren Wert, 
so dass man mit so sehr kleinen Drehungswinkeln, wie sie sowohl 
die freie Milchsaure als auch ihre Salze zeigen, zu arbeiten imstande 
ist. 


% 
EXXPERIMENTELLER TEIL. 


1. Die Rotation der Milchséure unter dem Einfluss 
von Borsiure wechselnder Konzentration. 


Fiir die Versuche wurde reinste, aus Rinderfleisch dargestellte 
d-Milchsaure in 23,4 proz. Lésung verwendet. Die zugesetzte 
Borsdure ist eine 5 proz. wisserige Losung. Versuchstemperatur 
1s”, 


TABELLE I. 

Versuchs- Verwendete Menge von Seer : Be obach t. Sb . 
? Milchsiure) Borsiure | Wasser Loésung 8 geass 
1 lecm Ocem 9eem 10 ccm} +0,05° +2,14° 
2 1 1 8 10 + 0,05° + 2,13° 
3 1 2 7 10 +0,07° +2,99° 
4 il 3 6 10 +0,09° + 3,86° 
5 1 4 ae 10 +0,10° +4,26° 
6 ih 6 3 10 +0,10° +4,26° 
7 1 8 ft, 10 +0,12° +5,12° 
8 1 9 0 10 +0,12° ost 2e 


Wie man aus vorstehender Tabelle ersieht, steigt die spezifische 
Drehung der Milchséure mit der Saéurekonzentration von +2,14° 
auf +5,12°. ; 


2. Die Rotation der Milchsaure unter Zusatz von Borax. 


Verwendet man statt der Borséiure 6,7 proz. Boraxlésung, so 
ist es auch moglich, eine geringfiigige Drehungserhdhung zu beo- 
bachten. Angewandte Substanz 23,4 proz. d-Milchsiurelésung. 
Versuchstemperatur 18°. 

Wie vorstehende Zahlen zeigen, erreicht die Rotation bei einer 
Konzentration von 0,2 proz. Borax ihren Hohepunkt. Durch Hr- 
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TABELLE II. 
Versuchs- Verwendete Menge von ee Beobacht. Spez. 
ae Milchsiure} Borax Wasser Lésung Drehung | Drehung 
1 iL cem 0 cem 9 cem 10cem|} +0,05° +2,14° 
2 il il 8 10 +0,12° +65,13° 
3 1 2 7 10 +0,17° + 7,25° 
4 1 3 6 10 +0,18° +7,68° 
ii 1 4 5 10 +0,14° +5,97° 
6 i 5 4 10 +0,10° +4,27° 
if 1 6 3 10 +0,09° +3,85° 
8 al 7 2 10 +0,09° +3,85° 
9 1 8 1 10 +0,07° +2,99° 
10 i 9 0 10 +0,05° +2,14° 


hohung der zugesetzten Boraxmenge erfolet eine Drehungsver- 


minderung. 


3. Die Rotation der Milchsiure unter dem Einfluss von 


Uranylnitrat nit und ohne Zusatz von Kalilauge. 


Zur Anwedung kam eine 32,49 proz. 


TABELLE III. 


d-Milchsaurelosung. 


Verwendete Menge von 


‘| Gesamt- 


Versuchs- ; 4 oiperdes Beobacht.} Spez. 
Nr. pres Ueangh ee Wasner Lésu ae Drehung | Drehung 
1 leem| 38cem| Ocem|] 6eem 10cem} +0,02° +0,62° 
2 af 5 0 4 10 +0,03° +0,92° 
3 1 7 0 2 10 +0,06° +1,84° 
4 i 1 jl if 10 +0,05° +1,53° 
5 i 2 1 6 10 +0,06° +1,84° 
6 1 3 il 5 10 +0,07° +2,15° 
7 1 4 it; 4 10 +0,09° +2,76° 
8 1 5 1 3 10 +0,12° | +3,68° 
9 al; 6 il 2 10 +0,13° +3,99° 
10 1 7 1 1 10 +0,10° +3,07° 
1h at 8 1 0 10 +0,10° +3,07° 
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40 proz. Uranylnitratlésung wurde in verschiedenen Mengen 
zugesetzt. Versuchstemperatur 26°. 

Fegentiber der Apfelsiiure erlanet die an sich schwach 
drehende Milchsaure kein starkes Rotationsvermégen, wenn sie auch 
mit einer Losung von Uranylsalzen im richtigen Verhaltnis versetzt 


wird. 


4. Uber den Einfluss des Phenylhydrazins 
auf die Milchsauredrehung. 


Zu diesen Versuchen diente 32,49 proz. d-Milchsaurelosung. 
Phenylhydrazin ist als 26,5 proz. alkoholische Losung angewendet. 
Versuchstemperatur 26°. Die Ergebnisse sind aus Tabelle IV 
ersichtlich. 


TABELLE LV. 


Verwendete Menge von 
Versuchs- Gesamt- _| Beobacht. Spez. 
Nr Phenyl- eee Drehung | Drehung 
: Milchsaure fe @rarin Alkohol | Lésung 

tl leem leem 8 ccm 10cem| +0,25° ++ 7,67° 
2 i 3 6 10 +0,25° + 7,67° 
3 v D 4 10 +0,35° +10,75° 
4 1 7 2 10 +0,30° + 9,21° 
4 1 9 0 10 +0,34° | +10,44° 


Wie vorstehende Zahlen zeigen, ist die spezifische Drehung 
der Milchsdure in geringem Masse von dem Phenylhydrazinzusatz 
abhangig. 


5. Die Drehungssteigerung der d-Milchsiiure durch 
Zusatz von molybdansaurem Ammon. 


Die zu dem Versuchen verwendete Milchsiure wurde aus 
Rindermuskeln dargestellt und als Zinksalz gereinigt. 32,49 proz. 
freie Saure wurde angewendet. Je lecem d-Milchsiurelésung 
wurden 1-9 cem 22,6 proz. Ammonmolybdatlésung zugesetzt. Mit 
Wasser auf 10 ccm aufgefiillt, erfolgte die Ablesung bei 27°. 

Die Resultate sind aus Tabelle V ersichtlich. 
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TABELLE V. 
Verwendete Menge von Gavan 
oe : Ammon- menge der ee ena 

7 Milchsiure molybdat Wasser Lésung 8 ope 
1 leem Ocem 9 ecm 10cem}] +0,06° + 1,85° 
2 il il 8 10 +1,00° +30,76° 
3 1 2 Uf 10 + 2,23° +68,80° 
4 il 3 6 10 +2,66° +81,73° 
5 1 4 5 10 +2,86° + 88,27° 
6 aT 5 4 10 +2,77° + 85,63° 
7 it 6 3 10 +2,738° +82,01° 
8 if 7 2 10 +2,62° +80,98° 
9 1 9 0 10 +2,50° +75,79° 


Die Versuche zeigen also, dass die Anwendung von molyb- 
dinsaurem Ammon eine erhebliche Drehungssteigerung (etwa 
50 mal) gestattet. Das Maximum der Drehung liegt bei Versuch 5 
bezw.6, wenn auf 5 mol Milchsaure 1 mol molybdansaures 
Ammonium kommt; die Drehung ist dabei etwa fiinfzig mal 
erosser, als die Anfangsdrehung der reinen Milchsaureldsung. Die 
Richtung der Ablenkung ist unverandert geblieben. 


> LITERATUR. 
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CHEMIE DER SCHLANGEN. 


I. Uber die N-haltigen Extraktivstoffe der Schlangen- 
i muskeln. 


Von 


HIROYUKI IMAMURA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit eu Taihoku. 
Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 25. September 1939) 


Alle Erdteile beherbergen Schlangen, aber keinesweges in 
annahernd gleicher Anzahl. Die Schlangen unterliegen den 
allgemeinen Verbreitungsgesetzen der Kriechtiere und nehmen um 
so rascher an Zahl der Arten und Hinzelwesen ab, je hoher die 
‘Breite ist. Das ostasiatische Gebiet ist das Schlangenreichste, 
vielleicht auch das am besten durchforschte der Erde. Die Anzahl 
der in Formosa lebenden Schlangenarten ist iiber 60, ein viertel 
davon gehort zu den Giftschlangen. 

Uber die EHinteilung der Schlangen, die Umgrenzung der 
Familien und Gattungen, gehen die Ansichten der heutigen 
Schlangenkundigen einigermassen auseinander. Nach Ansicht 
neuerer Forscher stellen die Schlangen nur einen eigentiimlich 
entwickelten Seitenzweig der Schuppenkriechtiere dar und weichen 
durch keinerlei tiefeingreifende Merkmale von letzteren ab, zumal 
der Mangel eines Schultergiirtels und das Fehlen der Harnblase 
Higentiimlichkeit sind, auf die das Verhalten gewisser Eidechsen 
vorbereitet. Die Beobachtungen, dass bei einer kleinen Anzahl 
von Schlangen sogar Reste von Schultermuskeln und von Armblut- 
gefassen auftreten kénnen, lehren uns, dass die Schlangen in der 
Vorzeit aus vierfiissigen, eidechsenartigen Tieren entstanden sein 
miissen. 

Um die nattirlichen Verwandtschaftverhaltnisse der Tiere zu 
ermitteln und die Klassifikation der Familien und Gattungen auf- 
zustellen, haben morphologische Untersuchungen schon so vieles 
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geleistet, wiihrend die biochemischen Studien so befremdend wenig 
Beachtung erfuhren. 

Die Lehre von der vergleichenden Biochemie kann eine grosse 
Rolle in der Anbahnung eines klaren morphologischen Verhaltnisses 
spielen. Indem so beide, also morphologisch und biochemisch, auf 
den genannten Arbeitsgebieten gewonnenen Resultate sich gegen- 
seitig erganzen und zu einem einheitlichen Ganzen durchdringen, 
entspringt daraus eine helle Leuchte fiir unsere Erkenntnis der 
tierischen Organisation. 

In den Wirbeltiergruppen nehmen die Voégel und Reptilen 
dureh die Form ihrer Stickstoffausscheidung eine Sonderstellung 
insofern ein, als nicht Harnstoff, sondern Harnsaure der Haupt- 
trager des Stickstoffes in ihrem Harn ist. Danach konnte man 
vermuten, dass sich auch unter den Extraktstoffen der Saurop- 
sidenmuskeln andere Substanzen finden liessen als bei den iibrigen 
Wirbeltieren. Seit langen Jahren haben Kutscher, Ackermann 
(1924-1929) und ihre Schiiler tiber eine ganze Reihe bisher un- 
bekannter organischer Korper aus Muskelextrakten von  ver- 
schiedenen Tierklassen vergleichend-biochemische Untersuchungen 
angestellt. Als basische Bestandteile der Muskulatur von Python 
haben sie Kreatin, Methylguanidin, Adenin, Carnosin und Butyro- 
betain gefunden. Ferner wurden ein Pikrolonat, dessen Identitat 
mit Histidinpikrolonat zweifelhaft bleiben musste, und ein Pikrat 
von der summarischen Formel C;H14No:2(CgsH3N30;,) isoliert. 

In dem Laboratorium von Prof. Tomita hat I. Takahashi 
(1935) in den Nattermuskeln einen verhaltnismassig grossen Gehalt 
von Sulfaten gefunden. Wir haben also unter den Muskelextrakt- 
stoffen unser Interesse einerseits auf Taurin gewendet und an ver- 
schiedenen Schlangenmuskeln vergleichend untersucht, weil diese 
Verbindung ein Reprisentant der organischen Sulfonsiuren ist 
und durch Umwandlung des Cystins entsteht, weleches sich in 
den Hornsubstanzen der Epidermis besonders reichlich findet. 
Andererseits schenken wir unsere Aufmerksamkeit speziell den 
basischen, also den mit Phosphorwolframsiure fallbaren Anteilen 
der Extraktivstoffe. 
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VERSUCHSTEIL. 


A. Mengenverhiltnisse des Kreatins, Kreatinins und 
. . ‘ . 
Taurins rn Muskeln der verschiedenen 
Arten von Schlangen. 


Frische Muskeln von 10 Arten der Schlangen wurden in be- 
kannter Weise auf Kreatin, Kreatinin und Taurin bearbeitet. 
Die Versuchsresultate sind in Tabelle I verzeichnet. 


ad 
TABELLE I. 
Menge des 
Rertentder verwendet.| Kreatinin Kreatin | 
Schlangen Muskels_ Taurin 
g mg | % mg | % 

Naja Naja Atra 6,84 0,383 | 0,0056) 12,400] 0,1813 + 
Ptyas Korros 6,49 0,376 | 0,0058} 29,063) 0,4478 + 
Bungarus Multicinctus 5,52 0,320 | 0,0058] 21,876] 0,3963 = 
Liopeltis Major Major 7,73 0,347 | 0,0045} 34,484) 0,4461 + 
Elaphe Carinata (esa! 0,315 | 0,0042| 27,930] 0,3719 ts 
Trimeresurus Macrosquamatus UN bILe/ 0,659 | 0,0059] 42,915] 0,3842 of 
Enhydris Plumbea 8,01 0,369 | 0,0046} 28,523] 0,3521 + 
Agkistroden Acutus 9,52 0,543 | 0,0057| 33,777] 0,3548 =P 
Zaocys nigromarginatus 11,34 0,658 | 0,0058} 40,559} 0,3577 F 
Natrix annularis 12,04 0,686 | 0,0057| 42,972! 0,3569 + 


Es ist sehr merkwiirdig, dass einer Art von Schlangen, 
Bungarus Multicinctus das Taurin in Muskelextrakstoffen fehlt, 
wihrend es bei anderen untersuchten Schlangen so reichlich vor- 


handen ist. 


B. Isolierung der N-haltigen Muskelextraktstoffe 
der Schlangen. 


Es ist dusserst schwer, die Schlangenmuskeln von den Skeletten 
vollstindig zu praparieren und eine reichliche Menge von isolierten 
Muskeln zu bekommen. Bei Schlangen kann man ebenso viele 
Zwischenrippenmuskeln zaihlen wie Rippen; ausserdem verlaufen 
lings des Riickenmarks Muskeln, die an den vielen Rippen und 
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Wirbeln zahlreiche Befestigungspunkte finden. Wir mussten 
deshalb nach dem Entfernen der Haut und EHingeweide mit 
Alkohol und Ather behandeln und dann mit heissem Wasser so 
lange extrahieren, bis die Ablésung der Muskeln von den Skeletten 
méglich war. Die Gewichtdifferenz vor und nach den oben 
erwihnten Behandlungen der von Haut und Eingeweiden 
getrennten Rumpfteile kann einfachheitshalber als die Menge der 
verwendeten Muskeln angenommen werden. 

Als Untersuchungsmaterial habe ich die Muskeln von Naja 
Naja Atra (Kobra), Bungarus Multicinctus und Elaphe carinata 
verwendet. 

Der Wasserextrakt der Muskeln wurde zunachst durch Hitze- 
koagulation und dann mit Tannin-Blei-Methode vollstandig entei- 
weisst. Das Filtrat wurde nach dem Beseitigen des Bleies so weit 
eingeenet, bis das Taurin sich ausscheidet. Man engt das Filtrat 
ein und fallt in schwefelsaurer Losung mit Phosphorwolframsaure. 
Das Phosphorwolframat wurde in tiblicher Weise in Histidin-, 
Arginin- und Lysin-Fraktion getrennt. 


I. Die Muskulatur von Naja Naja Atra. 


Die Basenverteilung in den einzelnen Fraktionen habe ich im 
eiweissfreien Extrakt aus 19,33 ke Muskulatur vorgenommen. 

A. Histidin-Fraktion. Aus der Histidin-Fraktion bekommt 
man 1,74g des Pikrolonates, welches bei 237° schmilzt. Es zeigt 
eme Pauly’s Diazoreaktion. Die Analysen ergaben folgendes: 


3,060 mg Subst. 5,120 ing COs, 1,850 mg H20O, 
3,655 mg Subst. 0,691 cem N (32°, 764 mm). 
Berechnet fiir CiroHisNsOs.CioHsNiO;: C 46,15 H 4,65- N 21,53 
Gefunden: 45,63 4,94 21,27 


Zur Bestimmung der Pikrolonsiure und zugleich des Amino- 
stickstoffes nach van Slyke wurde das gewogene Pikrolonat in 
Wasser gelést, mit Schwefelsiure zerlegt und dann mit Ather 
extrahiert. Der Atherextrakt wurde abgedampft und gewogen. 


Die wasserige Losung diente fiir die Bestimmung des Aminostick- 
stoffes. 
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0,3724 g des Pikrolonates gaben 0,1959 g Pikrolonsiiure. 

Berechnet fiir CioHieNsOxs.CroHsNsOs: Pikrolonsiure 50,76% 
Gefunden: ” 52,61 
Die von Pikrolonsiure befreite wasserige Lisung, die nach der 
Berechnung 0,1840g freie Substanz enthilt, ergab 20,38 cem N 
~ (26°, 763 mm). 
Berechnet fiir CioHiuN:0.(NH2) : Amino-N 5,46% 
Gefunden: ” 6,11 

Die Analysendaten dieser Verbindung stimmen also mit denen 
des Histidins nicht tiberein. Eine &ahnliche Verbindung hat 
Ackermann (1924) auch aus Histidin-Fraktion der Python- 
muskeln isoliert, deren Analysen dem Histidin nicht entsprechen. 

Die Ergebnisse der Elementaranalyse und der Bestimmungen 
der Pikrolonséure und des Aminostickstoffes stimmen auch mit 
denen der Substanz der summarischer Formel C,9H16N404 tiberein. 

Eine groéssere Menge dieser Verbindung wird aus der Lysin- 
Fraktion als Pikrolonat isoliert. 

B. Arginin-Fraktion. Die Silberverbindungen dieser Frak- 
tion behandelte ich, nachdem sie mit verdiinnter Schwefelséure 
verrtihrt waren, in der Warme mit Schwefelwasserstoff, beseitigte 
aus dem Filtrat des so entstandenen Schwefelsilbers den Schwefel- 
wasserstoff durch Abdunsten und die Schwefelsiure mit Baryt. 
Nachdem der iiberschiissige Baryt mit Kohlensaéure ausgefallt war, 
wurde das Filtrat mit alkoholischer Pikrinsaurelosung versetzt. 
Dabei schieden sich 0,72 g des Pikrates aus. 

Das Pikrat ergab die folgenden Analysendaten : 

3,690 mg Subst. 4,975 mg COs, 1,235 mg HO, 

3,670mg ” 4915mg » 1,235mg ” 

3,330mg ” 4460mg ” 1,130mg ” 

3,905mg ” 5,200mg ” 1,290mg *” 

2,940mg ” 0,519 eem N (30°, 763 mm) 

3,425mg » 0,603 cem N (30°, 763 mm) 

3,335 mg » 0,588 cem N (30°, 761 mm) 

3,410mg »” 0,598 cem N (30°, 762 mm) 

Ber. fiir CsHuNe2(CcsHsNs07): © 36,77% H 3,60% N 20,01% 


Gefunden: 36,77 3,74 19,96 
« 36,52 3,74 19,91 
36,53 3,80 19,89 


36,32 3,70 19,81 
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Zur Bestimmung der Pikrinséiure und zugleich des Amino- 
stickstoffes nach van Slyke wurde das gewogene Pikrat in Wasser 
gelést, mit Schwefelsiure angesiuert und dann mit Ather extra- 
hiert. Der Atherextrakt wurde abgedampft und gewogen. Es 
ergab 82,39% Pikrinsiure, statt der berechneten 81,78%. Die 
wisserige Liésung wurde fiir Amino-N-Bestimmung gebraucht. 
Aus 0,1636 g des Pikrates resultieren nach der Berechnung 0,0298 g 
freie Substanz, sie gaben 1,34 cem N (29°, 764,8 mm). 

Berechnet fiir CsHio(NH2)>: Amino-N 27,45% 
Gefunden: ” 24,58 

Die freie Substanz ist optisch inaktiv; ihre wasserige Losung 
zeigt keine Sakaguchi’sche Reaktion. 

Es unterliegt also kaum einem Zweifel, dass die hier erhaltene 
Substanz mit Cadaverin identisch ist. 

C. Lysin-Fraktion. Das Filtrat der Arginin-Fraktion wurde 
nach Beseitigung des Silbers und erneuter Fallung mit Phosphor- 
wolframsaure in einer Lésung der kohlensauren Basen itibergefiihrt. 
Diese Fraktion stellte einen reichlichen Sirup dar. Da man beim 
Zusatz von Pikrinsiure keine krystallinische Fallung bekam, so 
wurden die harzigen Niederschlage mit Schwefelsaure zerlegt und 
mit Ather extrahiert. Die von Pikrinsiiure befreite saure Lésung 
wurde mit Baryt und dann mit Kohlenséure behandelt; die 
regenerierte Basenlosung wurde dann mit Pikrolonsdéurelésung 
versetzt. Dabei schieden sich reichliche Krystalle aus. Nach 
wiederholter Umkrystallisierung bekommt man ein Pikrolonat, 
welches bei 237° schmilzt. Diese Verbindung ist die Haupt- 
substanz der basischen Extraktstoffe der Kobramuskeln. Ausbeute 
18,22 g als Pikrolonat. 

Hine geringere Menge dieser Verbindung wurde in der 
_Histidin-Fraktion gefunden. 

Zur Analyse wurde das Salz bis zum konstanten Gewicht im 
Exsiceator getrocknet. 


4,275 mg Subst. 7,230 mg COs, 1,870 mg H:20, 
3,650mg » 6,170mg ” 1610mg » 
3,115mg » 0,583 cém N (30,5°, 761 mm) 


3,890mg » 0,720 cem N (30,5°, 760 mm) 
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Ber. fiir CroHr6N1Ou.CioHsN1Os: C 46,13% H 4,65% N 21,54% 
Gefunden : 46,12 4,89 21,08 
46,08 4,93 20,82 
Zur Bestimmung der Pikrolonsdure und zugleich des Amino- 
stickstoffes wurde das gewogene Pikrolonat mit Schwefelsiure 
zerlegt, und mit Ather extrahiert. Der Atherextrakt wurde 
abgedampft und gewogen. 
0,2348 g Pikrolonat gaben 0,1189 g Pikrolonsiure, 


Ber. fiir CroHieNsO4u.CioHsN:Os: Pikrolonsiure 50,76% 
Gefunden: ” 50,63 


Die wasserige Lésung wurde in iibliger Weise auf Aminostick- 
stoff-Bestimmung verarbeitet. Aus 0,2348¢ des Pikrolonates re- 
sultieren nach der Berechnung 0,1156¢ freie Substanz, welche 
13,5 cem N bei 28° und 766 mm ergab, 


Ber. fiir CioHisNs0.(NHz) : Amino-N  5,46% 
Gefunden: ” 6,43 


Fiir die optische Bestimmung dienten eine wasserige und eine 
salzsaure Losung. 


[a ]?= +43,59° (in salzsaurer Lésung) 
[a]®= +19,65° (in Wasser) 


Die wisserige Loésung zeigt eine Ninhydrin- und Pauly’s 
Diazoreaktion. 

Die Resultate der Analyse dieses Koérpers stimmen also mit 
denen der Substanz der summarischer Formel C49Hi¢N404: tiberein. 

Wenn man das Pikrolonat von Schmelzpunkt 237° vollstandig 
auskrystallisieren lisst und das Filtrat einengt, so bekommt man 
ein zweites Pikrolonat, welches bei 152° schmilzt. Ausbeute 5,0 ¢. 

Es ergab folgende Analysendaten : 


8,848 mg Subst. 6,350 mg COs, 1,540 mg HO, 


3,760mg ” 6,220mg » 1,490mg » 
3,860 mg ” 6,370me » Lo380mg ” 
3,882mg ”- 6,420mg ” 1,460mg ” 
3,335mg ” 0,593 eem N (27°, 762 mm) 
3,290mg ” 0,578 eem N (26°, 765 mm) 
3,095mg ” 0,534 eem N (21,5°, 763 mm) 


3,690 mg ” 0,637 ceem N (21,5°, 763 mm) 
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Ber. fiir CoHisN 203.2 (C1oHsN10s) Pena, @, 45,19% H 4,38% N 20,27% 


Gefunden: 45,00 4,48 20,28 
45,12 4,43 20,19 
45,01 4,41 20,08 
45,11 4,21 20,09 


Zur Bestimmung des Aminostickstoffes wurden 0,1422¢ des 
Pikrolonates (=0,0334 ¢ freie Substanz) mit Schwefelsaure zerlegt ; 
nach der Beseitigung der Pikrolonsiéure wurde der Amino-Stickstoff 
nach van Slyke ermittelt. 


0,0334 g Subst. 10,3 ceem N (29°, 764,5 mm) 
Ber. fiir CeHi03(NH2) 2: Amino-N 17,27% 
Gefunden ” 16,85 


Fiir die optische Bestimmung diente eine wasserige Losung. 
[a]2= +45,06°. 
Zur Konstitutions-Ermittlung dieser Verbindung sind weitere 
Untersuchungen erforderlich. 


Die Ergebnisse der Untersuchung bei Kobramuskeln sind im 
folgenden tabellarisch niedergelegt. 


TABELLE II. 


Aus 19,33 kg frischen Muskeln von Naja Naja 


Atra 
ae: Extraktiv- Freie Subst. : 
Fraktion ae der Sates Schmp. Ausbeute 

Taurin frei 10,69 g 

Arginin-Fr, Cadaverin Dipikrat 2172 0,72 ¢ 
Histidin-Fr. | CioHisN.Ox Pikrolonat 23m 0,72 ¢ 
Lysin-Fr. ; ” ” 18,22 ¢ 
” CcsHisN2O3 Dipikrolonat 158° 5,00 g 


II. Die Muskulatur von Bungarus Multicinctus. 


Nachdem ich durch meine voranstehende Untersuchung fest- 
stellte, dass die Extraktstoffe des Kobramuskels in ihrer Zusammen- 
setzung eine Abweichung von denen des Pythonmuskels zeigen, lag 
es nahe, nun auch die Muskulatur der anderen Schlangenarten 
einem naheren Studium zu unterziehen. 


- 


Chemie der Schlangen.—I. 487 


Ich verwendete fiir diesen Zweck 21,3 kg frische Muskeln von 
Bungarus Multicinctus. Die Aufarbeitung der Extraktstoffe 
beschrankte sich auch hier nur auf den mit Phosphorwolframsiure 
fallbaren Anteil. 

A. Histidin-Fraktion. In dieser Fraktion wurden das 
Carnosin und das Anserin vergeblich gesucht. Da die Menge der 
Basen nicht so sparlich war, so mussten in dieser - Fraktion 
Imidazolderivate sich finden; gleichwohl sind alle Bemiihungen, 
hier zu einem definitiven Koérper zu kommen, bisher erfolglos 
gewesen. 

B. Arginin-Fraktion. Aus der Arginin-Fraktion schieden 
sich bei Kindampfung der Fliissigkeit und beim Zusatz von Pikrin- 
saurelosung schone Krystalle aus, die sich nach ihrer Zusammen- 
setzung mit dem Pikrat des Methylguanidins identisch erwiesen. 
Es wurden im ganzen etwa 1,2 ¢@ dieses Salzes erhalten. 

3,320 mg Subst. 3,890 mg CO», 0,920 mg H:20, 
3,495mg ” 4105mg »” 0,950mg ” 
2,825mg ” 0,657 eem N (20,5°, 766 mm) 
3,240mg » ‘0,756 cem N (21°, 766 mm) 
Ber. fiir CoH;N3.CsHsNsO;: © 31,78% H 3,31% WN 27,81% 


Gefunden: 31,96 3,10 27,26 
32,03 3,04 27,31 


Aus dem Fultrat des Methylguanidin-pikrates bekam ich 1,1 ¢ 
des Kreatininpikrates. 

C. Lysin-Fraktion. Wenn man die Lysin-Fraktion stark 
einengte, so schieden sich reichliche Krystalle aus, die sich nach 
den chemischen Higenschaften und Analysen mit dem Kreatinin 
identisch erwiesen. Im ganzen wurden 14,5 g des freien Kreatinins 
erhalten. Das Filtrat wurde eingeengt und mit Pikrinsaurelosung 
versetzt. Da man dabei keine krystallinische Fallung bekam, so 
hat man die von Pikrinséiure befreite Fliissigkeit in Chlorhydrat 
iibergefiihrt und dann mit Sublimatlésung gefallt. Diese Sub- 
limat-Fallung wurde mit Schwefelwasserstoff zerlegt und nach der 
Beseitigung des Quecksilbersulfides und Schwefelwasserstoffes stark _ 
eingeengt und dann mit Pikrolonsdiurelésung gefallt. Durch 
wiederholtes Umkrystallisieren gelang es, ein Pikrolonat vom Schmp: 
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—9237° zu erhalten, welches mit dem aus Kobramuskeln erhaltenen 
Pikrolonat identisch ist. Es wurden 8,0 g des Salzes erhalten. Dic 
Analysen ergaben folgendes: 


3,615 mg Subst. 6,060 mg COs, 1,600 mg H2O, 


3,660mg » 6,140mg ” 1,605mg ” 
3,160mg ” 0,616 eem N (30,5°, 759 mm) 
3,100mg » 0,593 cem N (28,5°, 759 mm) 
Ber. fiir CioHieN:Ou.CwHsNiOs: C 46,13% H 4,65% N 21,54% 
Gefunden: 45,72 4,95 21,89 
45,75 4,91 21,63 


Die Untersuchungsresultate des Muskels von Bungarus Multi- 
cinctus sind kurz in Tabelle [V zusammengestellt. 


TABELLE III. 


Aus 21,3 kg frischen Muskeln von Bungarus 


Maulticinetus 
Q Extraktiv- Freie Subst. 
Fraktion stofte pder Salse Schmp. Ausbeute 
Arginin-Fr, Methylguanidin Pikrat 2012 12¢ 
” Kreatinin Pikrat Se ELS; 
” ” frei 14,5 g 
Lysin-Fy. C1oHiaeN sO Pikrolonat BBY 8,0 ¢ 


III, Die Muskulatur von Elaphe carinata. 


Das Ziel dieses Versuches war, die basischen Extraktstoffe des 
Fleiches von Elaphe carinata zu untersuchen und die Frage tiber 
das Vorkommen von Substanzen darin aufzukléren, die in dem 
Muskelgewebe von Python, Kobra und Bungarus Multicinctus 
aufgefunden worden sind. 

Die Versuchsanordnung und Ausfiihrung der Basenisolierung 
geschah ahnlich wie in den voranstehenden Experimenten. Als 
Ausgangsmaterial dienten 23,45 ke frische Muskeln. 

A. Histidin-Fraktion. In dieser Fraktion wurde das Carno- 
sin gesucht. 0,8g Cu-Salz der als Carnosin angenommenen Ver- 
bindung wurden erhalten, obwohl die Analysendaten mit denen 
des Carnosins nicht gut iibereinstimmen. - 
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B. Arginin-Fraktion. Aus dieser Fraktion wurden geringe 
Mengen von Kreatinin als Pikrat isoliert. 

C. Lysin-Fraktion. Die Menge der Basen war in dieser 
Fraktion sehr reichlich. Einen erheblichen Anstieg der Menge im 
Vergleich zu den anderen Schlangenarten erwiesen die Kalium- 
wismutjodid-Niederschlige. Man erhielt daraus 28,7 ¢ Kreatinin. 
Aus der Mutterlauge wurden 1,2 g des Pikrates von Trimethylamin 
isoliert. 


4,260 mg Subst. 5,850 mg COs, 1,460 mg H.2O, 


3,545 mg ” 4,830mg » 1,190mg » 
3,860mg »” 0,621 eem N (11°, 770 mm) 
3,790mg » 0,615 cem N (11°, 767 mm) 
Ber. fiir CsH»N.CoHsN307: C 37,50% H 4,16% WN 19,40% 
Gefunden: 37,45 3,83 19,59 
37,16 3,76 19,68 


Die Mutterlauge des Trimethylamin-pikrates wurde mit 
Schwefelsiure angesiiuert und mit Ather extrahiert. Die von der 
Pikrinséure befreite Basenlosung wurde mit Pikrolonséurelésung 
versetzt. Dabei schieden sich reichliche Krystalle (8,0 ¢@) aus, die 
nach wiederholter Umkrystallisierung scharf bei 237° schmolzen 
und die folgenden Analysendaten ergaben. 


3,915 mg Subst. 6,585 mg COs, 1,700 mg H.O, 


3,005 me 5,860mg » 1,500mg »” 
3,560mg » 0,613 eem N (16°, 771 mm) 
3,775 mg »” 0,666 cem N (16,5°, 774 mm) 
Ber. fiir OsoHisNsOs.CuHsNsOs: C 46,13% H 4,65% N 21,54% 
Gefunden: 45,87 4,86 20,63 
45,60 4,95 21,18 


Die Resultate der Analyse dieses Korpers stimmen mit denen 
der Substanz gut tiberein, welche aus der Lysin-Fraktion des 
Muskelextraktes von Kobra und Bungarus Multicinetus reichlich 
isoliert worden ist. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle IV wiedergegeben. 

Fassen wir die Versuchsresultate bei drei verschiedenen 
Schlangenarten zusammen und vergleichen wir diese Ergebnisse 
mit den Angaben anderer Autoren itiber das Muskelgewebe der 
verschiedenen Tiere miteinander, so wird ersichtlich, dass gewisse 
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TABELLE LV. 


Aus 23,4kg frischen Muskeln von Elaphe carinata. 


Fraction Bite We Hees ah e Schmp. Ausbeute 
Histidin-Fr. | Carnosin? Cu-Salz 0,8 g 
Arginin-Fr, Kreatinin Pikrat pAIBse wenig 

” ” frei 28,7 g 
Lysin-Fr. Trimethylamin Pikrat 216° 1,2¢ 
” CroHieNsOx Pikrolonat 237° 8,0 ¢ 


Arten der 


bei anderen iiberhaupt fehlen. 


Extraktstoffe bei einigen Schlangenarten vorkommen, 
Andererseits wurde eine basische 
Substanz Cy )HigN,0, aus der Lysinfraktion aller untersuchten 


Schlangenmuskeln immer reichlich abgetrennt. Dieser Verbindung 


begegneten wir zum erstenmal in der Muskulatur. 


Der Ubersichtlichkeit halber sind die Ergebnisse meiner 
Untersuchungen in Tabelle V kurz dargestellt : 


TABELLE V. 
Extraktivstoffe Schlangenarten 
ees Naja naja Bungarus Elaphe carinat 
2 atra multicinet. oes 
Taurin = = 4 
Kveatinin ++ ae 4 +++ 
Methylguanidin + 
Cadaverin a 
Trimethylamin a 
Carnosin + a 
CioHieN1Ou octet Sard +4 
CoHisN203 ++ 
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